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El correcto desarrollo de los seres vivos requiere de una precisa coordinación 
en la diferenciación de los distintos tipos celulares para poder dar origen a un 
organismo viable. Esta coordinación debe mantenerse durante toda la vida del 
individuo, con el fin de reemplazar las células muertas y garantizar la homeostasis 
y la funcionalidad de los distintos tipos celulares. Estos procesos de desarrollo 
y diferenciación están finamente regulados a nivel celular por las señales del 
entorno y, de forma intrínseca, por los factores de transcripción y los modificadores 
epigenéticos que determinan los patrones de expresión génica de cada tipo celular 
y la herencia de dicho patrón, definiendo de esta manera la identidad y la función 
celular. Cualquier alteración en estos factores conlleva cambios en la identidad 
celular, y puede hacer aparecer tipos celulares aberrantes, como ocurre en las 
enfermedades genéticas o en el cáncer.
 El Síndrome de Wolf-Hirschhorn (WHS) se produce como consecuencia de 
una deleción en el brazo p del cromosoma 4, y conlleva la pérdida de un numero 
variable de genes en esta región. Los pacientes afectados presentan numerosas 
alteraciones del desarrollo y la fisiología que incluyen, entre otras, malformaciones 
craneofaciales, retraso del crecimiento, discapacidad intelectual, convulsiones 
y deficiencias de anticuerpos. El gen Wolf Hirschhorn Syndrome Candidate 1 
(WHSC1) se localiza en la zona delecionada y su pérdida se considera una de 
las principales causas de los defectos que sufren los pacientes. WHSC1 es una 
proteína con actividad de modificador epigenético que se expresa en casi todos los 
tipos celulares. Además de su participación por pérdida de función en el WHS, la 
sobreexpresión de la actividad de WHSC1 es causa directa de neoplasias linfoides 
como el mieloma múltiple o la leucemia linfoblástica aguda. Dado que en las tres 
patologías mencionadas existe una alteración (funcional, de desarrollo o neoplásica) 
en los linfocitos B, en este trabajo partimos de la hipótesis de que WHSC1 debía 
desempeñar un importante papel en el desarrollo y la función de las células del 
sistema inmune. Por ello, decidimos caracterizar el desarrollo hematopoyético de 
modelos de ratón de pérdida (heterocigoto Whsc1+/- y KO Whsc1-/-) y ganancia 
(transgénico constitutivo Sca1-WHSC1 y knock-in condicional Rosa26-WHSC1) de 
función de este gen. 
Los resultados de estos estudios, recogidos en la presente Memoria, 
demuestran que, efectivamente, Whsc1 es un regulador epigenético que 
participa en el control del desarrollo y la función de diferentes tipos celulares del 
organismo.
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The correct development of living beings requires a precise coordination among 
the differentiation of all the various cell types in order to generate a viable organism. 
This coordination must be maintained all throughout the life of the organism, so as to 
replace dead cells and maintain homeostasis and functionality of all the different cell 
types. Development and differentiation are tightly regulated at the level of individual 
cells by microenvironmental signals and, intrinsically, by transcription factors and 
epigenetic regulators that determine the patterns of gene expression of each cell 
type, and the hereditability of such patterns. In this way, each specific cellular identity 
and function are defined and maintained. Any alteration in these factors can therefore 
induce changes in cellular identity, and can lead to the appearance of aberrant 
cellular types, as it happens in genetic congenital diseases, or in cancer. 
 Wolf-Hirschhorn Syndrome (WHS) is due to a deletion in the p arm of 
chromosome 4, in which a variable number of genes in this region are lost. Affected 
patients present with numerous developmental and physiological defects including 
cranial malformations, impaired growth, mental retardation, convulsions and a high 
mortality associated with susceptibility to infections, related to decreased levels of 
immunoglobulin subtypes. The Wolf-Hirschhorn Syndrome Candidate 1 (WHSC1) 
gene is located in the deleted zone in 4p and its loss is assumed to be one of the main 
responsible for the patients’ defects. WHSC1 is an epigenetic modifier expressed 
in almost all cellular types. Besides its involvement in WHS, overexpression or 
gain-of-function of WHSC1 is directly related with lymphoid neoplasias like multiple 
myeloma or acute lymphoblastic leukemia. Since in the three aforementioned human 
pathologies there is an alteration (functional, developmental or neoplastic) of B cell 
development and/or function, in the present work we started from the hypothesis that 
WHSC1 must have some important role in the development and/or function of the 
cells of the immune system. Therefore, we decided to characterize the hematopoietic 
development and immune function of genetically engineered mouse models of 
loss- (heterozygous Whsc1+/- of KO Whsc1-/-) or gain- (constitutive transgenic Sca1-
WHSC1 or conditional knock-in Rosa26-Whsc1) of-function of this gene. 
Our results, summarized in the present work, show that, indeed, Whsc1 is an 
epigenetic regulator of the development and function of different cell types in the 
organism.
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 B
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 K
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 M
MACS: Magnetic-activated Cell Sorting, 
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MEFs: Mouse Embryo Fibroblasts, 
fibroblastos embrionarios de ratón.
 N
NHEJ: Non-Homologous End Joining, unión 
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 O
O/N: Over Night, toda la noche, 
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Abreviaturas
XXXIV
 P
PARP: Poly (ADP-Ribosa) Polimerasa. 
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procesos de reparación del ADN y muerte 
celular programada. PARP es inactivada 
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PCR: Polymerase Chain Reaction, 
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 R
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 S
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate, Dodecil 
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 T
TCR: Receptor de las células T.
 U
UV: luz Ultra Violeta.
 V
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 W
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 NUMÉRICO
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INTRODUCCIÓN
“En ninguna parte revela la naturaleza sus secre-
tos más íntimos de forma más abierta que cuando 
nos muestra tenues huellas de sí misma lejos de los 
senderos transitados. Ni hay ningún camino más se-
guro para la práctica correcta de la medicina que si 
alguien dedica su mente a discernir las leyes de la 
naturaleza mediante la cuidadosa investigación de 
las enfermedades que son de rara ocurrencia.”
William Harvey (1578-1657)
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1.1. El sistema hematopoyético como modelo de desarrollo 
Los procesos de desarrollo se basan en la existencia de progenitores primitivos 
indiferenciados que, de manera gradual, van a ir dando origen a intermediarios celulares 
con un potencial de diferenciación cada vez más limitado y que, a su vez, acabarán 
generando los distintos tipos celulares especializados o maduros que constituyen un 
organismo, un órgano, o un tejido. Esta progresión está estrictamente controlada a nivel 
intracelular por factores de transcripción y reguladores epigenéticos que determinan los 
patrones finales de expresión génica de cada linaje y de cada estadio de diferenciación 
[Abollo-Jiménez et al., 2010; Feinberg, 2007; Vicente-Dueñas et al., 2009]. En general, 
el proceso de diferenciación implica una pérdida de plasticidad y potencia celular a 
medida que se produce. En este contexto, la alteración del equilibrio determinado 
por los factores de transcripción y epigenéticos puede llevar a serios defectos en el 
desarrollo del organismo o del tejido, y causar la aparición de síndromes de desarrollo 
o enfermedades (principalmente el cáncer), dependiendo del momento e identidad 
celular en que se produzca [Feinberg, 2007]. En el caso de los síndromes de desarrollo, 
las interferencias con los programas genéticos responsables del mantenimiento de la 
identidad celular durante la embriogénesis o el desarrollo son la causa de los fallos en la 
generación o funcionalidad de las células diferenciadas. Esto tiene como consecuencia 
un mal funcionamiento de los órganos y, si los genes afectados son fundamentales para 
determinar el destino celular de muchos tejidos, puede comprometer la viabilidad de todo 
el organismo [Feinberg, 2007].
1.1.1. Desarrollo hematopoyético 
La hematopoyesis es el proceso a través del cual se forman, desarrollan y maduran 
todos y cada uno de los elementos celulares que constituyen la sangre. El desarrollo del 
sistema hematopoyético es uno de los mejor estudiados dentro de los vertebrados. Este 
hecho se debe, principalmente, a que los distintos linajes celulares que lo forman son 
fácilmente aislables al ser un tejido fundamentalmente líquido y a que sus componentes 
celulares pueden ser identificados mediante combinaciones específicas de marcadores 
de superficie a lo largo de su diferenciación. Estas características lo hacen un tejido ideal 
para estudiar el papel de los modificadores epigenéticos y los factores de transcripción 
durante el desarrollo.
A nivel de desarrollo, la hematopoyesis presenta importantes diferencias entre el 
estadio embrionario y el posnatal; lo que obliga a introducir separadamente el desarrollo 
hematopoyético embrionario-fetal con respecto al desarrollo hematopoyético posnatal-
adulto. 
1.1.1.1. Hematopoyesis durante el desarrollo embrionario y fetal
Durante la fase embrionaria, las células hematopoyéticas derivan del mesénquima 
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primitivo (saco vitelino) y de la región aorta-gonada-mesonefros (AGM). En mamífero, 
se distinguen tres oleadas de producción de células hematopoyéticas. En ratón, una 
primera oleada tiene lugar en torno al día 7.5 de desarrollo embrionario (E7.5), y se va a 
mantener hasta E10.5. Durante este periodo se observan en el saco vitelino los primeros 
progenitores hematopoyéticos, los cuales presentan un potencial restringido a los linajes 
mieloide y eritroide. Una segunda oleada de producción celular (E8.25) sembrará los 
órganos hematopoyéticos embrionarios (hígado y bazo, principalmente) con progenitores 
con potencial eritro-mieloide –procedentes del saco vitelino-, y células linfoides B y T 
inmaduras –que pueden proceder del saco vitelino o de la AGM-. Por último, a partir de 
E10.5, se observan los primeros progenitores stem hematopoyéticos, con capacidad de 
repoblar el sistema a largo plazo, que migrarán desde la AGM hasta la médula ósea, 
alojándose en ella e iniciando el desarrollo del que será un sistema hematopoyético adulto. 
A partir de este momento, la hematopoyesis esplénica y hepática irán disminuyendo para 
dar preponderancia a la medular, hasta desaparecer en torno a la época de nacimiento. 
[Chotinantakul K. y Leeanansaksiri, 2012].
1.1.1.2. Desarrollo del sistema hematopoyético adulto
A partir del nacimiento, toda la hematopoyesis tiene lugar siguiendo el esquema 
de desarrollo que se detalla a continuación, y que se representa esquemáticamente 
en la Figura I-1. La primera célula en la jerarquía es la célula madre hematopoyética 
(“hematopoietic stem cell”, HSC). Ésta posee las capacidades de autorrenovación y 
diferenciación, y posee el potencial necesario para dar origen a todos los tipos celulares 
sanguíneos y para regenerar todo el sistema hematopoyético [Purton y Scadden, 2007]. 
Existen diferentes combinaciones de marcadores de superficie que se pueden utilizar 
para aislar, mediante citometría de flujo, las HSCs, pero el más universal las define 
como células negativas para los marcadores de linaje [Lin-, siendo éstos marcadores 
de células diferenciadas T (CD3, CD4, CD8), dendríticas (CD11c), NK (DX5, NK1.1), B 
(CD19, B220), eritroides (Ter119) y mieloides (Gr1 y Mac1/CD11b)] y positivas para Sca1 
y cKit. Dentro de esta población Lin-Sca1+c-KitHIGH o “LSK”, alojada en la médula ósea 
en condiciones fisiológicas, se distinguen tres subpoblaciones en función a su grado 
de diferenciación y potencial stem: “Long-Term HSCs” o LT-HSCs, son las células más 
indiferenciadas y las únicas capaces de repoblar un sistema hematopoyético a largo 
plazo o tras un trasplante de médula ósea. Las LT-HSC se definen como LSK CD34-Flt3- 
y constituyen aproximadamente el 0.1% del total de las células de la médula ósea de un 
ratón [Adolfsson et al., 2005]. 
A partir de estas LT-HSCs, y por división asimétrica, se van a generar las “Short-
Term HSCs” (ST-HSC), también conocidas como “Multi-Potent Progenitors” (MPPs), y 
definidas como LSK CD34+Flt3-, las cuales tienen la capacidad de repoblar un sistema 
sanguíneo adulto a corto plazo. Las ST-HSC darán lugar a la tercera subpoblación, que 
se caracterizada por ser LSK CD34+Flt3+, y a la que se ha denominado “Lymphoid-primed 
Multipotent Progenitors” (LMPPs), por presentar una muy reducida capacidad para 
contribuir a los linajes megacariocítico y eritroide, un incrementado potencial linfoide y 
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mantener, todavía, capacidad para la diferenciación mieloide [Adolfsson et al., 2005]. 
Los LMPPs darán origen a los progenitores de granulocitos y macrófagos (GMPs) 
que, por otra parte, también pueden derivar de un “Common Myeloid Progenitor” (CMP, 
Lin-ckithighSca1-) anterior con capacidad eritro-megacario-mieloide [Adolfsson et al., 2005; 
Akashi et al., 2000]. Ya orientados hacia la diferenciación linfoide, justo por debajo de los 
LMPPs se encuentran los “Early Lymphoid Progenitors” (ELPs).  Identificados mediante 
el uso de un ratón con un knock-in de GFP en el locus RAG1 [Igarashi et al., 2002], los 
ELPs son muy eficaces en la generación de linfocitos por trasplante, mientras que su 
potencial mieloide está muy reducido, motivo por el que se considera que representan 
el estadio más temprano de especificación linfoide [Igarashi et al., 2002]. A partir de este 
Figura I-1.  Modelo de desarrollo hematopoyético y diferenciación linfoide. Ver explicación en el texto. Se detallan los marcadores de membrana comúnmente utilizados para diferenciar los distintos estadios de diferenciación linfoide B y T. Aquéllos utilizados durante el desarrollo de este trabajo de tesis doctoral se recogen en las tablas MM-7 y MM-8.
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punto, cada vez está mejor definido lo que ocurre en el proceso de diferenciación de 
los linfocitos B, mientras que el origen celular de los linfocitos T es todavía motivo de 
mucha controversia. El siguiente paso hacia la diferenciación B lo forman los “Common 
Lymphoid Progenitors” (CLPs), definidos inicialmente como Lin-IL-7Rα+c-KitLowSca1low 
[Kondo et al., 1997]. Los CLPs, como su nombre indica, fueron originariamente aislados 
por su capacidad para dar origen a los linfocitos B, T y células NK, pero, recientemente, su 
capacidad para generar linfocitos T en condiciones normales en el desarrollo ha sido muy 
discutida, dado que es un intermediario celular que se encuentra restringido a la médula 
ósea y no sale a la sangre, con lo cual es muy improbable que sean estos progenitores 
los que siembren el timo [Chi et al., 2009; Schwarz y Bhandoola, 2004]. Parece que son 
los LMPPs, o progenitores similares, los que, saliendo de la médula ósea a la circulación, 
llegan hasta el timo. 
Ya en el timo, los progenitores más indiferenciados identificados en este órgano 
(“Early Thymic Progenitors”, ETPs; definidos como CD4-CD8-CD25-CD44+cKit+ o 
simplemente Lin-CD25-cKit+), se incluyen dentro de la población de dobles negativos-1 
(DN1) y aún conservan potencial mieloide, dendrítico y de células NK. Este potencial se 
perderá como consecuencia de la señalización vía Notch en el timo (ver más adelante). 
En el caso de los linfocitos B, como se detallará en los próximos apartados, a 
partir de los CLPs se producirá la especificación de su identidad, y se desarrollarán en la 
médula ósea [Cobaleda et al., 2007b; Hardy et al., 2007].  
Todos estos pasos de diferenciación están estrictamente controlados por factores 
de transcripción y/o modificadores epigenéticos que, junto con las señales extrínsecas del 
medio (citoquinas), regulan las transiciones de unos estadios a otros de forma ordenada. 
La alteración del equilibrio existente entre estos factores conlleva la aparición de 
alteraciones en el desarrollo normal. De este modo, la falta de un factor de transcripción 
origina un bloqueo en la diferenciación en el primer punto o puntos del desarrollo en el que 
ese factor es requerido de manera indispensable [Orkin S.H y Zon L.I, 2008], y, de manera 
similar, la alteración del patrón epigenético condiciona la accesibilidad de la cromatina 
pudiendo con ello alterarse desde los procesos de reordenamiento genético, necesarios 
para la diferenciación y función B, hasta el acceso de los factores de transcripción  [Cedar 
H. y Bergman Y., 2011]. 
1.1.2. Células stem/ compartimento LSK: trasplantabilidad, homing, 
injerto, quiescencia/ciclo celular y envejecimiento
Existe un estrecho control a nivel del microambiente local, o nicho, que regula la 
quiescencia, proliferación y diferenciación de las HSC [Morrison S.J. y Scadden D.T., 
2014]. Sin embargo, también es posible identificar una serie de aspectos moleculares 
diferenciales, con implicación funcional, que caracterizan a las diferentes subpoblaciones 
progenitoras LSK de manera autónoma-celular, como es el hecho de presentar un patrón 
de marcadores de superficie característico (descrito con anterioridad) y otros que serán 
comentados a continuación. 
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1.1.2.1. Trasplantabilidad, homing e injerto
Para llevar a cabo la reconstitución a largo plazo de un nuevo sistema 
hematopoyético en un animal receptor, las células stem donantes que se “trasplantan” 
tienen que llegar a la médula ósea del receptor (homing) y anidar en ella de manera 
efectiva (injerto). Así, “trasplantabilidad” habría que definirla como la capacidad intrínseca 
a la célula que le permite, tras ser tomada de un donante, injertar en un receptor. Una 
vez producido el injerto, la célula stem hematopoyética comenzará a proliferar para 
repoblar su propio compartimento y, mediante división asimétrica, dará lugar a una ST-
HSC (o MMP), a partir de la cual se iniciará la cascada de diferenciación que llevará a la 
repoblación hematopoyética de los diferentes linajes sanguíneos (Fig. I-1). La eficacia del 
procedimiento de trasplante depende del nicho receptor (que presente las condiciones 
adecuadas) y del potencial de homing e injerto de las células que se trasplanten (que se 
discutirá más adelante). Se ha demostrado que todos los progenitores son potencialmente 
trasplantables, si bien las únicas células con capacidad multipotente y de repoblar el 
sistema a largo plazo son las LT-HSC, o células stem propiamente dichas [Adolfsson J., 
et al., 2005; Passegué E., et al., 2005].
De este modo, una manera de testar la función stem es mediante la realización 
de un trasplante de médula ósea (o de HSCs), ya que se obliga a las células stem a 
salir de quiescencia y ejercer su función de autorrenovación y repoblación de un nuevo 
sistema hematopoyético a largo plazo. En línea con lo anterior, un procedimiento habitual 
para evaluar la capacidad de autorrenovación de las HSC, así como su cinética de 
envejecimiento y agotamiento funcional es la realización de trasplantes de médula ósea 
seriados [Bersenev A., 2014].
1.1.2.2. Función stem respecto al ciclo celular y la quiescencia
El patrón de distribución del ciclo celular y su cinética varían dependiendo del 
estado de diferenciación de la célula progenitora y de su edad biológica. Además, dentro 
de la subpoblación LT-HSC, la fase del ciclo en que se hallen las células determina la 
potencialidad de las mismas en cuanto a homing, injerto y repoblación multilinaje. 
En condiciones homeostáticas, y en un animal joven, aproximadamente el 70% del 
compartimento LT-HSC se halla en fase G0 del ciclo celular, presentando un 20% de 
células en G1 y menos del 10% distribuidas entre las fases S-G2/M [Passegué E., et al., 
2005]. Así, en condiciones normales, la mayor parte de las células stem se hallan en 
estado de dormición o quiescencia, estado del que salen bajo condiciones de estrés 
(trasplante, infección, o pérdida de elevados volúmenes de sangre) y al que regresan una 
vez resuelto el challenge [Wilson A., et al., 2008]. Se ha postulado que el mantenimiento 
en estado de quiescencia previene el agotamiento stem [Orford and Scadden, 2008].
A medida que se produce la diferenciación, ST-HSC y LMPP muestran una reducción 
progresiva en la frecuencia de células en fase G0 (60 y 50% respectivamente) paralela a un 
aumento en el porcentaje de células en ciclo (en fase S, 15% aproximadamente), así como 
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una aceleración de la cinética del ciclo celular respecto a LT-HSC [Passegué E., et al., 
2005]. En relación con lo anterior, se ha descrito que las células LT-HSC ciclantes o recién 
divididas presentan una capacidad de injerto sustancialmente reducida en comparación 
a las LT-HSC que en el momento del trasplante se hallaban en fase G0, comportamiento 
que se ha observado trabajando tanto con células de ratón como humanas [Fleming, 
W.H., et al., 1993; Glimm, H., et al., 2000]. Además, estas células LT-HSC ciclantes 
muestran una pobre o nula contribución a los linajes sanguíneos maduros, y pierden la 
capacidad de reconstitución multilinaje a medio plazo tras el trasplante [Passegué E. et 
al., 2005]. Esta observación implicaría que el control del ciclo celular es esencial para el 
mantenimiento cuantitativo y funcional de la población stem, así como también llevaría a 
la reconsideración como LT-HSC verdaderas/completas a aquel porcentaje de las mismas 
que se halle en estado de quiescencia en un momento dado. 
A nivel molecular, las LT-HSC expresan una serie de moléculas de superficie, tales 
como la integrina VLA-4, CXCR4, CXCR2, CD44, CD62L, lymphocyte function-associated 
antigen-1, CD117 y Robo4, que median su adherencia en el ambiente hematopoyético y 
médula ósea. Las interacciones que se establecen entre el estroma aportado por el nicho 
y estas moléculas de superficie celular juegan un importante papel, regulando desde el 
proceso de la movilización stem, hasta la proliferación y autorrenovación, o los procesos 
de diferenciación, homing e injerto [Rettig, M.P., et al., 2012].  En línea con lo anterior, 
parecería que es la expresión incrementada de moléculas de adhesión (principalmente 
VLA-4) lo que determinaría la menor eficiencia de homing que presentan las LT-HSC en 
fase S-G2/M respecto a aquellas que se hallan en fase G0 [Yamaguchi, M.K., et al., 1998; 
Rettig, M.P., et al., 2012], independientemente de la edad biológica de la célula. Con 
respecto a la edad biológica celular, se ha demostrado que la edad de las células stem 
donantes y del nicho receptor afectan negativamente, tanto a la eficiencia de homing 
como de injerto tras un trasplante [Liang Y., et al., 2005].
1.1.2.3. Función stem y envejecimiento
Las células stem hematopoyéticas se autorrenuevan durante toda la vida del individuo, 
con lo cual son prácticamente las únicas células hematopoyéticas susceptibles realmente de 
envejecer [López-Otín, C., et al., 2013; Rossi, D.J., et al., 2008]. Además, es a partir de ellas 
desde donde se generan y mantienen los distintos linajes celulares, motivo por el cual 
aquellos cambios fenotípicos que se observan en un sistema hematopoyético envejecido 
están directamente relacionados con el grado de envejecimiento funcional de sus células 
stem. De esta forma, una alteración que impidiera o limitara la función stem conllevaría 
un envejecimiento prematuro del sistema. 
Tanto en ratón como en humano, la inmunosenescencia asociada a la edad 
contribuye a un aumento de la susceptibilidad frente a enfermedades infecciosas, 
autoinmunidad, anemia, fallo a nivel de inmunoprotección tras la vacunación y mayor 
probabilidad de desarrollo de mielodisplasias y leucemias [Geiger H., et al., 2013]. 
Los cambios funcionales a nivel stem asociados al envejecimiento son numerosos e 
incluyen:
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- Disminución en la capacidad de injerto y repoblación, debida a una menor 
eficiencia de homing [Dykstra et al., 2011; Rossi et al., 2005; Sudo et al., 2000; 
Fleming W.H., et al., 1993; Passegué E., et al., 2005].
- Disminución del potencial linfoide –principalemente B- y mantenimiento del mielo-
eritroide (comportamiento sobre todo visible tras un trasplante) [Beerman I., et al., 
2014; Rossi D.J., et al., 2005].
- Incremento del número de HSC, y de HSC en ciclo (que, sin embargo, no compensa 
la disminución de la capacidad regenerativa) [Beerman et al., 2010; Dykstra et al., 
2011; Pang et al., 2011; Geiger H., et al., 2013].
- Pérdida de polaridad [Florian et al., 2012], debida a una elevada actividad de la 
RhoGTPasa Cdc42 que altera la dinámica de actina.
- Alteraciones en el patrón epigenético [Beerman et al., 2013; Chambers et al., 2007].
- Erosión telomérica [Geiger H., et al., 2013].
- Acumulación de daño a nivel de ADN –de cadena doble o sencilla, sin implicar un 
incremento de aberraciones cromosómicas- [Rossi et al., 2007; Beerman I., et al., 
2014], así como de señales de respuesta a daño en el ADN como es la acumulación 
de γH2AX [Flach J., et al., 2014; Rossi, et al., 2007]. Este hecho se atribuye a un 
incremento del estrés replicativo [Flach J., et al., 2014], resultante y/o acompañado 
de una acumulación de daño genético (mutaciones) durante el estado de dormición, 
que se incrementa con la edad, y que requiere de la entrada en fase S para poder 
ser reparado [Flach J., et al., 2014; Beerman I., et al., 2014]. Esta acumulación de 
daño también se ve favorecida por el hecho de que las células stem en estado de 
quiescencia presentan una respuesta disminuida al daño en el ADN, controlada por 
una reducción de la expresión de los factores que intervienen en el mecanismo de 
respuesta a daño [Beerman I., et al., 2014].
1.2.1. Desarrollo linfoide:
1.2.1.1. Desarrollo y función de los linfocitos B
Las células B y los anticuerpos o inmunoglobulinas producidos por ellas (IgM, IgD, 
IgGs -IgG1, IgG2, IgG3 y IgG4-, IgAs e IgE), son los elementos centrales de la inmunidad 
humoral y protegen, como parte del sistema inmune adaptativo, frente a un ilimitado 
número de patógenos, principalmente de tipo extra-celular. Defectos en el desarrollo o 
diferenciación B, que impliquen una disfunción en la respuesta antigénica, llevan a la 
aparición de patologías de tipo alérgico o autoinmune (por exceso de función) o a la 
aparición de inmunodeficiencias (por defecto de función). El reconocimiento antigénico 
se produce a través del “B-Cell Receptor” o BCR (Fig. I-1). El BCR está formado por dos 
elementos. Por un lado, una inmunoglobulina (Ig), no soluble, que se ancla a la membrana 
celular y es la responsable del reconocimiento antigénico. Esta Ig, a su vez, está formada 
por dos cadenas peptídicas largas o “pesadas” y dos cortas o “ligeras”, unidas entre sí 
por enlaces covalentes. Cada una de estas cadenas “pesadas” y “ligeras” contienen a su 
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vez una región “variable”, responsable de la diversidad de anticuerpos y con capacidad 
de madurar su afinidad antigénica, y una región “constante”, responsable de la función 
efectora de la Ig y que define los distintos isotipos. Junto a la Ig, el BCR también contiene 
al heterodímero Igα/Igβ, cuya función es la transducción de señales que activará a la 
célula B en una respuesta específica frente al antígeno que haya reconocido.
A partir del CLP, el compromiso linfoide B depende de la actividad secuencial de 
los factores de transcripción E2A, EBF1 y Pax5, que promocionan la diferenciación a 
proB por encima de la regulación negativa que a nivel epigenético ejercen los complejos 
de represión PCR1 y PCR2 sobre los promotores de Efb1 y Pax5 para mantener a la 
célula en un estado oligopotente [Busslinger M. y Tarakhovsky A., 2014]. A partir de 
este estadio proB temprano, el mantenimiento de la identidad B a lo largo de todo el 
proceso de desarrollo y diferenciación del linaje es tarea de Pax5 [Cobaleda et al., 2007a; 
Cobaleda et al., 2007b], que ejerce un doble papel en la promoción del linaje linfoide B, 
reprimiendo, por un lado, genes de linajes alternativos no B, y, por otro, promocionando a 
aquellos específicos de linaje B [Busslinger M. y Tarakhovsky A., 2014]. 
Se distinguen dos etapas principales en el desarrollo B (Fig. I-1): una primera fase, 
independiente de antígeno, tiene lugar en la médula ósea y su objetivo es la generación 
de una célula B inmadura que exprese en su superficie un BCR funcional naïve, tipo IgM. 
La expresión de este BCR naive dependederá, a su vez, de que se haya producido un 
reordenamiento funcional de los segmentos V(D)J por recombinación somática de los loci 
de las inmunoglobulinas. Estos segmentos V(D)J codifican las regiones variables de las 
inmunoglobulinas, y su reordenamiento requiere de la activación de las nucleasas RAG1 
y RAG2 (Figura I-2). 
La segunda etapa, que es dependiente de antígeno, tendrá lugar en los órganos 
linfoides secundarios (bazo y nódulos linfáticos, principalmente), y, dentro de ellos, en 
unas estructuras físicas concretas denominadas centros germinales (Fig. I-1). Esta 
segunda etapa de desarrollo se producirá dentro del contexto de una respuesta inmune. 
En este caso, la presentación antigénica por parte de una célula especializada, o el 
reconocimiento de un antígeno nativo por parte del BCR de manera directa, iniciarán una 
cascada de señalización que inducirá el cambio de clase de inmunoglobulina (“Class-
Switch Recombination”, CSR) del isotipo naive IgM a IgG, IgA o IgE dependiendo del 
antígeno y del contexto de estimulación (células presentadoras y citoquinas del medio, 
entre otras). 
El cambio de clase de inmunoglobulina implica el reordenamiento genético somático 
de los segmentos que codifican para las regiones constantes de las inmunoglobulinas 
(Cδ, Cγ, Cε, Cα) (Fig. I-2). Además del cambio de clase de Ig, tendrá lugar el fenómeno 
de “hipermutación somática” (“Somatic Hypermutation”, SHM). Éste introducirá cambios 
de base puntuales en las regiones “variables” de los loci de las imunoglobulinas en un 
proceso dependiente de proliferación celular, que llevará a la maduración de la afinidad 
del BCR por el antígeno. El proceso de maduración de afinidad implica la selección clonal 
de aquellas células B cuyos BCR maduros presenten una mayor afinidad por el antígeno, 
de manera que éstas serán seleccionadas y seguirán expandiéndose para responder a la 
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inmunización y contener la infección. Tanto el CSR como el SHM dependen de la actividad 
de la enzima Activation-Induced Deaminase (AID) (Fig. I-2). El proceso de desarrollo B 
termina con la diferenciación de la célula B madura a una célula B de memoria o bien a una 
célula plasmática, con capacidad de producir inmunoglobulinas solubles (o anticuerpos). 
Los diferentes estadios de diferenciación y maduración/activación de los linfocitos B 
se pueden distinguir fenotípicamente, mediante el uso de combinaciones de marcadores 
de superficie específicos, y también en base al estado de reordenamiento genético de los 
segmentos V(D)J y de CSR de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (Fig. I-1). 
Figura I-2.  Reordenamientos V(D)J y de cambio de clase de inmunoglobulinas.  Se muestra un ejemplo representativo para la generación de una IgE madura. La región variable de la cadena pesa-da se constituye a partir del reordenamiento y unión en fase de una región de variabilidad (VH), una de diversidad (DH) y una  de unión o joining (JH) a partir de los segmentos genéticos disponibles, por recombinación V(D)J. Este 
proceso implica el reconocimiento de secuencias “señal” específicas, que flanquean los segmentos susceptibles de reordenamiento, y que marcan el sitio concreto de recombinación. El proceso de reconocimiento y escisión se lleva a cabo por el Complejo de Activación de la Recombinación, formado por los factores RAG1 y RAG2. La unión de los extremos del ADN escindidos requieren de la actuación de las proteínas que participan en NHEJ para la religación de extremos no homólogos. Estas proteínas incluyen a Ku70, Ku80, Artemis, ADN ligasa IV, XRCC4 y DNA-PKcs. La 
transcripción del locus reordenado (flecha azul) permite la síntesis de una cadena pesada μ (Cμ). Este péptido se asocia con una cadena ligera, dando lugar a una molécula de inmunoglobulina tipo IgM que será presentada en la membrana de una célula B. Subsecuentemente, los isotipos de inmunoglobulina secundarios (IgGs, IgE o IgA) son producidos por el mecanismo de “cambio de clase de inmunoglobulina” (en inglés, CSR), en un proceso que inter-
cambia  la región constante de la cadena pesada μ por cualquiera de las otras regiones codificantes para el resto de 
cadenas pesadas posibles (Cδ, Cγ3, Cγ1, Cγ2b, Cγ2a, Cε, Cα). El CSR se produce a través de un nuevo evento de re-ordenamiento genético somático que requiere de la activación de la enzima AID e implica la generación de roturas de ADN en las “Regiones de Switch” (S regions, simbolizadas con óvalos), seguido de la reparación del daño. Ambos procesos de recombinación (V(D)J y CSR) implican la deleción y pérdida, en forma de episoma circular, del material 
genético localizado entre los segmentos que se aproximan. Las citoquinas estimulan la transcripción (flecha roja) a 
través de la región codificante para las cadenas pesadas, y determinan el isotipo de inmunoglobulina al que la célula 
B progresará, y llevará a cabo en cambio de clase. Aunque no se muestra en esta figura, las regiones variables de las 
cadenas pesadas y ligeras también son sometidas, de manera controlada fisiológicamente, a una alta tasa de muta-ción mediante el proceso denominado de “Hipermutación Somática” (en inglés, SHM), que lleva a la maduración de 
la afinidad de la Ig por el antígeno. Figura modificada de Chaudhuri & Alt, 2004. Nat. Rev. Imm.
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1.2.1.2. Desarrollo linfoide: linfocitos T 
El proceso de diferenciación y maduración de los linfocitos T tiene lugar en el timo 
[Abbas et al., 2008; Ciofani y Zuniga-Pflucker, 2007; Takahama, 2006]. Los linfocitos T 
se pueden definir en base a la expresión diferencial de determinados marcadores de 
superficie, y por el reordenamiento somático de los loci que codifican para el receptor de 
los linfocitos T (TCR). Como se mencionó con anterioridad, los linfocitos T se generan a 
partir de progenitores tímicos tempranos (en inglés “Early-Thymic Progenitors” o ETPs) 
que procederían de un progenitor común linfoide anterior al CLP (Fig. I-1). Los ETPs 
llegan al timo como “Dobles Negativos” (DN), denominación que se les otorga porque 
carecen de los correceptores CD4 y CD8. Los timocitos DN se diferencian a “Dobles 
Positivos” (DP) en un proceso en que pueden distinguirse cuatro etapas secuenciales 
(DN1, DN2, DN3 y DN4) que pueden discriminarse a partir de la expresión diferencial 
de los marcadores CD25 y CD44 (Fig. I-1). Las células DN1 (CD44+CD25-) son las más 
indiferenciadas y, dentro de ellas, se engloban los ETP (CD44+CD25-cKit+). El desarrollo T 
propiamente dicho comienza en el estadio DN2 (CD44+CD25+), momento en que comienza 
el reordenamiento V-(D)J del TCR, pero el compromiso no se produce hasta el estadio 
DN3 (CD44-CD25+), que a su vez se subdivide en DN3a y DN3b. La generación de un 
reordenamiento funcional de la cadena β del TCR (entre las fases DN2 y DN3) permite la 
formación del complejo preTCR y con ello la diferenciación progresa a DN3b [Carpenter 
y Bosselut, 2010; Chi et al, 2009]. A partir de DN3b, los timocitos se diferencian a DN4 
(CD44-CD25-), pasarán por la fase “immature single-positive cells” (ISP) y finalmente 
darán lugar a linfocitos T Dobles Positivos, denominados así porque coexpresan CD4 y 
CD8. Es en esta etapa en la que se inicia y completa el reordenamiento VJ del TCRα, 
lo que conlleva la desaparición del preTCR al ser reemplazado por el TCR maduro 
(αβTCR). 
A partir de este punto se producen los pasos de selección que van a garantizar 
que únicamente aquellas células que expresen TCRs que reconozcan antígenos ajenos, 
unidos a las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) propias de 
cada individuo, sean seleccionadas positivamente para salir del timo a la periferia. De 
este modo, la expresión del TCR permite a las células DP, en primer lugar, la interacción 
con autoantígenos presentados por MHC, en el timo. Si sus TCRs no reconocen el 
MHC (en un 90% de los casos), los linfocitos T mueren por apoptosis. Si reconocen los 
complejos de antígenos propios con una afinidad demasiado alta, las células sufren un 
proceso de selección negativa y son eliminados. Finalmente, sólo aquellos timocitos DP 
que reconozcan el MHC con una baja afinidad, experimentarán una selección positiva y 
seguirán el proceso de diferenciación para generar de manera casi estocástica células 
que expresen o bien el correceptor CD8 o el CD4 (“single positive”, SP), en función del 
equilibrio de citoquinas en el entorno de la célula [Abbas, et al., 2008]. Los linfocitos T 
CD4+ o CD8+ saldrán del timo y se dirigirán, fundamentalmente, al bazo y los nódulos 
linfáticos, donde llevarán a cabo sus funciones efectoras inmunes. Las células CD8 son 
capaces de unir el MHC tipo I, y se encargan de la destrucción de las células infectadas 
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por patógenos intracelulares, principalmente de tipo viríco (células T citotóxicas); mientras 
que las CD4 unen el MHC clase II, y son células que regulan y ayudan a la respuesta 
inmune de otros tipos celulares, como las células B (células CD4 reguladoras o helper).
1.2. El Síndrome de Wolf-Hirschhorn 
El Síndrome de Wolf-Hirschhorn (WHS) es una patología que se encuadra dentro 
del grupo de las enfermedades raras, pues presenta una incidencia de 1 entre cada 
20.000 ó 50.000 nacimientos, con una incidencia en mujeres que duplica a la de los 
varones [Battaglia et al., 2008; Bergemann et al., 2005]. Está causado por la pérdida de 
material genético en la región subtelomérica del brazo corto (p) del cromosoma 4, por lo 
que es conocido también como síndrome 4p- y es, por tanto, un síndrome originado por 
deleción de genes contiguos [South et al., 2008; Wieczorek et al., 2000b]. De los casos 
evaluados, en torno al 55% se produce debido a deleciones terminales de novo, un 40% 
como resultado de translocaciones desbalanceadas heredadas a partir de un progenitor 
con la translocación balanceada y un 5% por otro tipo de anormalidad [Hammond P., 
et al., 2012]. Los pacientes afectados presentan numerosas alteraciones del desarrollo 
y la fisiología que incluyen, entre otras, malformaciones craneofaciales, retraso del 
crecimiento, discapacidad intelectual grave y convulsiones [Battaglia et al., 1993]. Una 
de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el WHS es la susceptibilidad 
a infecciones, principalmente del árbol respiratorio y tipo bacteriano. Esto llevó a la 
identificación de distintos grados de deficiencias inmunes en los pacientes de WHS, 
incluyendo inmunodeficiencia común variable, y deficiencias de IgA e IgG2, o incapacidad 
de respuesta a los lipopolisacáridos [Hanley-Lopez et al., 1998].
Respecto al pronóstico, los dos primeros años de vida son los más críticos, con una 
mortalidad alrededor del 20%, generalmente asociada a una mayor susceptibilidad frente 
a infecciones respiratorias, a las convulsiones o a malformaciones graves esencialmente 
de corazón y riñones [Shannon et al., 2001]. Una vez superado el umbral de los dos 
años, se ha estimado que la esperanza de vida puede ser de, al menos, 34 años o más 
[Shannon et al., 2001]. 
Los mayores avances realizados en los últimos años en el conocimiento de los 
mecanismos moleculares responsables del WHS, se han obtenido a partir de estudios de 
correlación fenotipo/genotipo [Hammond P., et al., 2012; Izumi et al., 2010; Maas et al., 
2008; Rauch et al., 2001; Rodriguez et al., 2005; South et al., 2007; South et al., 2008a; 
Wieczorek et al., 2000a; Wright et al., 1997; Zollino et al., 2000; Zollino et al., 2003; Zollino 
et al., 2004; Zollino et al., 2008a; Zollino et al., 2008b; Zollino y Neri, 2001]. Estos estudios 
han permitido definir dos regiones críticas del síndrome de Wolf-Hirschhorn (WHSCR1 
y WHSCR2) en el cromosoma 4p, que están delecionadas en la práctica totalidad de 
los pacientes, y en las que se postula que residen los genes responsables de la mayor 
parte de las características fenotípicas de los mismos. Como era de esperar, dada la 
naturaleza pleiotrópica del WHS, los genes contenidos en las WHSCRs son, en general, 
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genes de expresión constitutiva y bastante generalizada, relacionados con funciones 
básicas de la biología celular. Algunos de los genes que se pierden, y cuya función podría 
ser la responsable de ciertas características fenotípicas del síndrome, son: i) LETM1, que 
participa en el mantenimiento y viabilidad mitocondrial, así como en el intercambio K+/H+, 
lo que le hace ser el principal candidato responsable de las convulsiones epilépticas y el 
retraso mental que experimentan los pacientes [Dimmer K.S., et al., 2007; McQuibban 
A.G., et al., 2010]; ii) MSX1, que por homología con el fenotipo de deficiencia de Msx1 
en ratón [Satokata I. y Mass R., 1994], se cree que sería responsable de algunas de 
las anormalidades craneofaciales y de desarrollo de la dentición, así como del paladar 
hendido que muestran los pacientes; iii) FGFRL1, posiblemente co-responsable de 
las malformaciones congénitas, defectos cardíacos, desarrollo craneofacial anormal e 
insuficiencia pulmonar [Catela C. et al., 2009]; iv) FGFR3, cuya mutación se asocia con el 
99% de los casos de acondroplasia en humano y cuya pérdida podría ser la responsable 
del retraso en el crecimiento, malformaciones esqueléticas y problemas de audición de los 
pacientes de SWH [UniProt, P22607; Rousseau F., et al., 1994]. Sin embargo, de todos 
los genes localizados en las WHSCRs, quizás el más relevante desde el punto de vista 
etiopatogénico sea el denominado precisamente Wolf-Hirschhorn Syndrome Candidate-1 
(WHSC1), localizado en la región 4p16.3.
1.2.1. Wolf-Hirschhorn Syndrome Candidate-1 (WHSC1)
Desde el punto de vista molecular, el gen WHSC1 es un gen grande (90 Kb), que 
se transcribe desde el telómero al centrómero y que contiene 25 exones, los cuales, por 
splicing alternativo, dan lugar a múltiples transcritos con capacidad de generar diferentes 
isoformas de proteínas. Se han descrito, in vivo, tres isoformas principales (Figura I-3): 
la isoforma II (o WHSC1-II), es la isoforma larga o completa de la proteína, contiene 
todos los dominios y tiene 1365 aminoácidos; la isoforma I (WHSC1-I), es un polipéptido 
más corto, de 647aa, que carece de la región C-terminal, y, debido a ello, carece del 
dominio SET (ver más adelante). Por último, la tercera isoforma, de 584aa, se conoce 
como REIIBP (Interleukin-5 Response Element II Binding Protein), y lo que contiene es la 
región C-terminal. El papel preciso y funciones que cada una de estas isoformas pueda 
Figura I-3.  Estructura esquemática de las tres isoformas proteicas principales descritas para WHSC1/
MMSET. Se han descrito múltiples isoformas a nivel de ARN que podrían generarse por splicing alternativo a partir 
de un único ARN mensajero, codificante para la isoforma completa, a partir de WHSC1. De todas ellas, y a 
nivel de proteína, únicamente las isoformas WHSC1-I, WHSC1-II y REIIBP han sido identificadas, in vivo. La 
única isoforma que contiene todos los dominios proteicos codificados por el gen, es la isoforma “completa” o 
WHSC1-II/MMSET-II. Se muestra el tamaño (en número de aa) de cada isoforma. (Figura modificada de Xie y Chng, 2014)
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presentar en el desarrollo normal y patológico se desconoce [Chesi et al., 1998; Lauring et 
al., 2008; Marango et al., 2008]. 
Profundizando en la estructura de la isoforma completa, se trata de una proteína 
que contiene varios dominios (dominios PWWPs, HMG, dedos PHD y un dominio SET) 
con capacidad de interaccionar con otras proteínas y con el ADN. De todos ellos, se 
considera que el dominio más relevante desde el punto de vista funcional es el dominio 
SET (de Su(var)3-9, Enhancer of zeste, Trithorax Trx) [Stec et al., 1998]. Este es 
un dominio con capacidad de metilación de histonas y, por tanto, indica que WHSC1 
participa en el establecimiento de los patrones epigenéticos que regulan la diferenciación 
y la identidad celular. Por la estructura de la proteína que codifica, WHSC1 se engloba 
dentro de la familia de Nuclear SET Domain proteins (NSD), que está constituida por 3 
miembros (NSD1, NSD3/WHSC1L1 y NSD2/WHSC1), en la que todos ellos se han visto 
relacionados con desarrollo tumoral (por ganancia de función) o síndromes de desarrollo 
en haploinsuficiencia, como es el caso del Síndrome de Sotos para NSD1 o el WHS para 
NSD2 [Wagner E.J y Carpenter P.B, 2012]. Los miembros de esta familia tienen actividad 
metiltransferasa de histonas para metilar la Histona 3 en su Lisina 36 (H3K36), de manera 
que mientras NSD3 únicamente monometila, tanto NSD2/WHSC1 como NSD1 tienen 
capacidad de mono- y di-metilación [Wagner E.J y Carpenter P.B, 2012].
WHSC1 actúa, por tanto, como una metiltransferasa de histonas, aunque la 
naturaleza precisa de sus efectos no está aun completamente dilucidada  [Kim et al., 
2008; Kuo et al., 2011; Li et al., 2009; Marango et al., 2008; Martinez-Garcia et al., 2011; 
Nimura et al., 2009; Pei et al., 2011]. En 2009 se generó un ratón KO constitutivo de Whsc1 
mediante la eliminación del dominio SET [Nimura et al., 2009]. Los animales Whsc1-/- así 
generados presentan letalidad perinatal [Nimura et al., 2009], un incorrecto desarrollo 
óseo [Lee Y.F., et al., 2014] y, en cooperación con la heterocigosis de Nkx2.5, tienen 
alteraciones cardiacas [Nimura et al., 2009]; además, del estudio del KO se confirmó 
que WHSC1 es una H3K36-metiltransferasa [Nimura et al., 2009], marca epigenética que 
se asocia a regulación transcripcional, compensación de la dosis génica, respuesta y 
reparación de daño a ADN [Wagner E.J y Carpenter P.B, 2012] (ver más adelante). 
También se ha descrito que WHSC1 podría estar implicada en la respuesta celular 
al daño al ADN localizándose, mediante su dominio SET, en las zonas en las que se ha 
producido la lesión en el ADN y participando, mediante la dimetilación de la lisina 20 de 
la histona 4 (H4K20me2), en el reclutamiento de la proteína 53BP1, encargada de iniciar 
el proceso de reparación del daño vía Non-Homologus End-Joining, NHEJ [Hajdu et al., 
2011; Pei H., et al., 2011] (ver más adelante).
1.2.2. Papel de WHSC1 en otras patologías
Otro aspecto que acentúa enormemente la relevancia funcional del gen WHSC1 es 
su participación en otras patologías, como es el mieloma múltiple, donde se lo identificó 
como “Multiple Mieloma-SET domain protein” (MMSET) [Chesi et al., 1998] o las leucemias 
linfoblásticas agudas infantiles [Jaffe et al., 2013]. El mieloma múltiple (MM) es el segundo 
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cáncer hematopoyético más común, y representa un 1% de todos los cánceres y un 2% 
de las muertes por cáncer en los Estados Unidos [Palumbo y Anderson, 2011]. En esta 
neoplasia se acumulan células plasmáticas malignas a nivel de médula ósea. Entre un 
15% y un 20% de los pacientes con MM presenta una translocación t(4;14)(p16.3;q32) 
que hace que la transcripción de WHSC1/MMSET está fuertemente incrementada en 
células tumorales [Keats et al., 2003; Santra et al., 2003]. En este último año se ha 
descubierto, además, que mutaciones puntuales en el dominio SET de WHSC1 producen 
una forma constitutivamente activa que está implicada en leucemias linfoblásticas agudas 
(ALLs) infantiles [Jaffe et al., 2013], y que WHSC1 se encuentra entre los reguladores 
epigenéticos mutados con más frecuencia en tumores pediátricos [Huetter et al., 2014]. 
Se han descrito varios mecanismos por los que la sobreexpresión de WHSC1 
tendría propiedades oncogénicas, por ejemplo, por su interacción en rutas tan importantes 
como la de Wnt o la de NF-kB, o su a través de su participación en procesos como la 
transición epitelio-mesenquimal [Toyokawa et al., 2011; Yang et al., 2012; Ezponda et 
al, 2012]. Un aspecto esencial de su capacidad oncogénica deriva de su capacidad de 
metilar histonas, y reprogramar de esta manera el destino celular, así como por actuar en 
interacción con otros modificadores epigenéticos como EZH2. [Asangani et al., 2013; Kuo 
et al., 2011; Popovic R., et al., 2014] (ver Discusión). Por otro lado, recientemente se ha 
descrito que la alteración de los patrones de H3K36 a nivel genómico regula la capacidad 
de la reparación de errores en el ADN [Li et al., 2013]. 
En resumen, el hecho de que WHSC1 esté implicado en neoplasias de células 
plasmáticas (por sobreexpresión), en ALL infantiles tipo B (por activación constitutiva) 
y en inmunodeficiencias (por pérdida de función), parecería sugerir que WHSC1 tenga 
algún papel en el desarrollo y/o la función de las células B.
1.3. El lenguaje de las marcas epigenéticas en H4K20 y H3K36
El conjunto de marcas epigenéticas constituye un código o “lenguaje” dinámico que 
controla la estructura de la cromatina, determinando su accesibilidad a la transcripción, 
replicación y reparación.
1.3.1. Las marcas en H3K36
Una modificación epigenética clave es el grado de metilación de la lisina 36 de la 
Histona 3 (H3K36) [revisado por Wagner E.J. y Carpenter P.B., 2012]. Se ha descrito que 
esta marca regula la transcripción (pudiendo estar asociada tanto con represión como con 
activación), splicing alternativo, compensación de dosis génica, replicación y reparación 
del ADN, metilación del ADN y transmisión de la memoria de expresión genética de 
padres a hijos durante el desarrollo (impronta genética). Se ha observado que el control del 
estado de metilación de H3K36 depende no sólo de las enzimas con esta actividad Histona 
Metil Transferasa (HMT), sino también de sus demetilasas específicas y de los cofactores de 
las HMTasas, los cuales pueden alterar la especificidad de sustrato genético y modificar su 
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actividad frente a los distintos genes diana. 
Hasta el momento se han descrito 8 HMTasas que usen la S-adenosilmetionina para 
añadir grupos metilo a la H3K36 in vitro y/o in vivo. Todas estas enzimas tienen en común el 
dominio SET, responsable de la actividad HMT, pero sus preferencias por el residuo 36 de 
la lisina dependen del grado de metilación previo de éste. En levaduras, una única proteína, 
Set2, realiza las tres actividades (mono-, di- y tri-metilación del residuo). En eucariotas 
superiores, las actividades de mono- y di-metilación recaen sobre los miembros de la familia 
NSD, de cuyos tres miembros integrantes, Nsd3 monometila y Nsd1 y Nsd2/Whsc1/MMMSET 
mono- y dimetilan; y la trimetilación depende de SETD2.  La mayoría de estas enzimas poseen 
además otros dominios de unión a cromatina como son los PWWPs, para interaccionar con 
H3K36 metilada, o los Plant Homeodomains (PHD) que reconocen otros residuos metilados 
de histonas. Además, las enzimas “SET2” (Set2 en levadura y Setd2 en mamíferos) contienen 
un dominio carboxi-terminal que interactúa con la subunidad larga de la ARN polimerasa II 
(RNApolII) favoreciendo el inicio de la transcripción y la elongación transcripcional, entre otras 
funciones. [Revisado por Wagner E.J y Carpenter P.B, 2012]. 
Además de su implicación en el control del inicio y la elongación transcripcional, H3K36 
regula la replicación, recombinación y reparación del ADN. Así, Fnu et al., describieron 
que la dimetilación de H3K36 favorecía el reclutamiento y ensamblaje de los componentes 
tempranos de reparación de ADN, incluyendo a NBS1 y Ku70, en las regiones de daño de 
doble cadena inducido sobre el ADN, facilitando la reparación del daño vía NHEJ, de manera 
que si la formación de H3K36me2 se bloqueaba o reducía por diferentes mecanismos, la 
reparación del daño se ralentizaba [Fnu S., et al., 2011]. Se ha especulado si H3K36me2 
podría establecer un crosstalk con la dimetilación en H4K20, marca que recluta al regulador 
de la respuesta a daño en el ADN 53BP1 a los sitios de daño para iniciar su reparación por 
NHEJ [revisado por Wagner E.J y Carpenter P.B, 2012]. Por otro lado, recientemente se 
ha descrito que la trimetilación de H3K36 mediada por SETD2 se requiere para iniciar la 
reparación de daño por recombinación homóloga y para mantener la estabilidad genómica 
[Pfister S.X., et al., 2014]. En cuanto a los aspectos de replicación y recombinación, 
estudios en levaduras han revelado que la metilación en H3K36 está implicada en la 
regulación del “origin firing” (activación de los orígenes de replicación) durante la fase S, 
ya que la pérdida de función de Set2 causa un retraso en la deposición de Cdc45 en los 
orígenes de replicación [revisado por Wagner E.J y Carpenter P.B, 2012]. También se ha 
observado que las metilaciones en H3K36 y H3K9, en levadura, participan en el control de la 
replicación del ADN al inducir la acumulación del inhibidor mitótico Mik1 en respuesta a daño 
a ADN durante el checkpoint S-M del ciclo celular [Kim HS, et al., 2008]; así como que 
mutaciones de pérdida de función en Set2 permiten evitar la inhibición replicativa inducida 
por hidroxiurea [revisado por Wagner E.J y Carpenter P.B, 2012]. Hay que añadir a este 
respecto, que la mayor fuente de daño al ADN por rotura de doble cadena (en ausencia 
de procesos de V(D)J, CSR o exposición a agentes ionizantes) se produce de manera 
fisiológica cuando las horquillas de replicación del ADN encuentran lesiones sin reparar 
en el ADN, llevando a un colapso de la horquilla [Pfieffer et al., 2000].
Todos estos datos, tomados en conjunto, sugerirían que H3K36 podría tener un 
papel en la entrada y progresión de la fase S del ciclo celular, a nivel de replicación y 
reparación del daño al ADN, principalmente el asociado a la replicación celular. 
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1.3.2. Las marcas en H4K20
Las investigaciones de los últimos años han revelado que la metilación de la lisina 
20 de la histona 4 (H4K20), marca que está evolutivamente conservada desde levaduras 
hasta humanos [revisado por Jorgensen S., et al., 2013], tiene una importancia crítica en 
los procesos biológicos que garantizan la integridad genómica, como son la reparación del 
daño al ADN, la replicación del ADN y la compactación de la cromatina. En mamífero, los 
diferentes grados de metilación de H4K20 están mediados (que se conozca hasta hoy), 
por SET8/PR-Set7, que monometila el residuo de lisina, y por SUV4-20H1 y SUV4-20H2, 
que median la di- y tri-metilación de H4K20 [revisado por Jorgensen S., et al., 2013]. 
Algunos autores también otorgan actividad H4K20 dimetilasa a NSD2/WHSC1/MMSET 
[Hajdu et al., 2011; Pei H., et al., 2011]; pero son muchos los grupos independientes que 
niegan o discuten este aspecto [Kuo A.J, et al., 2011; revisado por Wagner E.J y Carpenter 
P.B, 2012; revisado por Jorgensen S., et al., 2013].
A nivel celular, la mono- y dimetilación de H4K20 está implicada en la replicación 
y reparación de daño al ADN vía NHEJ, mientras que la trimetilación es un sello de 
regiones heterocromáticas silenciadas [revisado por Jorgensen S., et al., 2013]. Durante 
el ciclo celular, los niveles de H4K20me1 son mínimos, resultando en un muy bajo nivel 
de H4K20me1 al inicio de la fase S. Esta marca se acumula durante las fases S y G2, 
dando lugar a un máximo en fase M; por su parte, las células en fases G1 o G0 presentan 
altos niveles de H4K20me3 en regiones de heterocromatina y de H4K20me2 a lo largo 
del genoma [revisado por Jorgensen S., et al., 2013]. Recientemente se ha publicado que 
la metilación en H4K20 regula la entrada y el mantenimiento de la quiescencia celular, 
al observarse que la marca H4K20me1 es convertida a sus formas di- y trimetilada en 
quiescencia, y que el bloqueo del proceso de trimetilación resultaba en un incremento 
de la fracción celular en fase S [Evertts A.G., et al., 2013]. Por otro lado, mientras que 
H4K20me3 está altamente enriquecida en heterocromatina pericéntrica, telómeros, 
regiones de impronta y elementos repetitivos, sugiriendo un papel en silenciamiento 
transcripcional; H4K20me2, por el contrario, está ampliamente distribuida por todo el 
genoma, apuntando hacia un papel en el control de procesos mediados por cambios en la 
cromatina de manera más general (estructural) [revisado por Jorgensen S., et al., 2013]. 
Por último, estudios recientes han implicado a SET8 y Suv4-20h en la replicación del 
ADN, ya que, tanto el estado dimetilado como el trimetilado de H4K20, parecen jugar un 
papel importante para el reclutamiento del complejo Orc a los orígenes de replicación 
[revisado por Jorgensen S., et al., 2013]. Por otra parte, se ha descrito que los ratones 
dobles knock-outs para Suv4-20h presentan retraso en el desarrollo y muerte perinatal, lo 
cual podría ser debido a un incorrecto control del ciclo celular; ya que las líneas celulares 
derivadas de los embriones KO muestran marcado retraso en la entrada en fase S 
[Schotta G, et al., 2008]
En cuanto al papel que H4K20 pudiera tener en reparación de daño a ADN y en el 
mantenimiento de la integridad genética, éste se ha dilucidado a partir de la observación 
de que la ablación genética de las enzimas responsables de esta marca epigenética tenía 
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unas consecuencias letales o dramáticas para la viabilidad celular, tanto in vivo como in 
vitro, debido a una acumulación de roturas de doble cadena en el ADN, que conllevan la 
activación de los checkpoints de daño al ADN, una progresión aberrante del ciclo celular 
y una reducida proliferación [revisado por Jorgensen S., et al., 2013]. A este respecto, 
los resultados obtenidos en los últimos años sugerirían que la mono o la dimetilación en 
H4K20 reclutaría a 53BP1 a los sitios de daño, iniciándose así la cascada de reparación 
vía NHEJ. La mayoría de los autores se inclina porque sea la monometilación de novo 
de H4K20 la que reclute a 53BP1 al sitio de daño en el ADN tras la inducción, ya que 
no hay explicación de por qué el resto de marcas H4K20me2, que de manera fisiológica 
se hallan repartidas por el genoma, no unan del mismo modo 53BP1 en ausencia de 
daño. Además, se cree que, tras la inducción de daño, serían la modificación de p53 por 
SET8, seguido de la degradación de esta última, los dos eventos que llevarían a que la 
cromatina se descondensase y se diera el tiempo suficiente para permitir la reparación 
[revisado por Jorgensen S., et al., 2013]. De ser así, H4K20me2 no tendría un papel en 
reparación de daño a ADN.
1.4. El daño en el ADN. 
Para mantener la integridad del genoma, el ADN debe ser protegido del daño 
inducido por agentes externos, o generado espontáneamente durante el metabolismo 
celular. 
1.4.1. Tipos de daño que se pueden generar en el ADN
De manera espontánea, las alteraciones en el ADN pueden ser debidas a una 
incorrecta incorporación de un nucleótido durante la replicación, interconversión entre 
las bases del ADN por deaminación, pérdida de bases por depurinación o modificación 
de las mismas por alquilación. Por otro lado, las especies reactivas de oxígeno (ROS) 
derivadas del metabolismo celular normal, pueden oxidar las bases de ADN y también 
causar roturas de doble cadena. Se estima que, al día, se pueden originar hasta 105 
lesiones al ADN, por célula, a través sólo de estos procesos [revisado por Ciccia A. y 
Elledge S.J., 2010]. Por su parte, el daño exógeno dependiente del ambiente puede venir 
tanto de agentes físicos (radiaciones ionizantes, radiación UV) como químicos (agentes 
alquilantes, metil metasulfonatos, etc). Las radiaciones ionizantes, como por ejemplo 
la radiación gamma y los rayos X, provocan roturas de cadena sencilla y doble en el 
ADN (“Single-Strand Breaks” o “Double-Strand Breaks”, SSB o DSB, respectivamente); 
mientras que la radiación UV induce la formación de dímeros por unión intracatenaria 
de dos bases consecutivas de ADN, con lo provoca estrés replicativo, proceso que se 
detallará en adelante. Por su parte, los reordenamientos V(D)J y de CSR consisten en 
un mecanismo fisiológico y controlado de inducción de daño al ADN de rotura de doble 
cadena. 
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1.4.2. Respuesta a daño en el ADN (“DNA-Damage Response”, DDR)
La respuesta a daño en el ADN consiste, primariamente, en una vía de transducción 
de señal que se activa en respuesta a esta alteración. Una vez detectado el daño, la 
co-localización de los factores de DDR sobre los sitios de daño inicia el mecanismo 
adecuado para su resolución. La transducción de la señal está mediada por proteínas de 
la familia fosfatidilinositol-3 quinasa (PIKK) -ATM, ATR y DNA-PK- y por miembros de la 
famlia de la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP). Una de las primeras dianas de las PIKKs 
(principalmente de ATM), es la fosforilación de la serina 139 del factor H2AX, dando lugar 
a su forma fosforilada o γH2AX, que se deposita a lo largo de 1-2 Mb desde el punto de 
daño, marcando la zona para la atracción de la maquinaria de reparación. La formación 
extensiva de regiones enriquecidas en γH2AX es importante para una DDR funcional. 
[Revisado por Chapman et al., 2012; Ciccia A. y Elledge S.J., 2010]. 
Hay diferentes mecanismos de reparación, que han evolucionado para reparar 
cada tipo de daño concreto. Así, las bases desapareadas son reemplazadas por las 
correctas vía “Mismatch repair” (MMR), y las alteraciones químicas leves que afecten a 
las bases son reparadas mediante la escisión de la base afectada y el reemplazamiento 
de la misma vía “Base excision repair” (BER). Las lesiones más graves, como puedan 
ser la formación de dímeros de pirimidinas o uniones intracatenarias, son reparadas 
mediante “Nucleotide excision repair” (NER) a través del reemplazamiento de una región 
de aproximadamente 30bp en torno al sitio de daño. Por su parte, las roturas de cadena 
sencilla son reparadas vía “Single-strand break repair”, y aquellas roturas que implican 
a la doble hélice son procesadas mediante “Non-Homologous End Joining” (NHEJ) o 
por Recombinación Homóloga (HR). Cuando la reparación iniciada vía HR no puede 
completarse correctamente, la célula lo resuelve empleando un mecanismo alternativo de 
NHEJ (alt-NHEJ o “Microhomology-Mediated End Joining”, MMEJ) a través de la ligación 
de regiones de microhomología [revisado por Ciccia A. y Elledge S.J., 2010]. 
La reparación del ADN exige la actuación de múltiples actividades enzimáticas con 
capacidad de modificar y reparar el daño, incluyendo nucleasas, helicasas, polimerasas, 
topoisomerasas, recombinasas, ligasas, demetilasas, kinasas, fosfatasas, etc. En el 
caso de tratarse de roturas de doble cadena, un aspecto importante que influye en la 
elección del mecanismo de reparación del daño, es el estado de los extremos del ADN. 
A diferencia del NHEJ, tanto la HR como el MMEJ requieren de la resección de una 
de las hebras con el objetivo de generar una secuencia de homología monocatenaria 
que complemente con la de la cromátida que usará como molde (requiriéndose de la 
cromátida hermana en el caso de HR); para tal efecto, la resección que se necesita/lleva 
a cabo en HR es mayor que en MMEJ. En línea con lo anterior, la fase del ciclo celular, 
así como el patrón de metilación y las marcas de novo que se produzcan en torno al 
punto de daño, son también factores determinantes en la elección del mecanismo de 
reparación [Chapman et al., 2012; Wagner E.J y Carpenter P.B, 2012; Jorgensen S., et al., 
2013]. Así, por ejemplo, mientras que el NHEJ está activo durante todo el ciclo celular, 
aunque se halle especialmente favorecido durante la fase G1, la HR está restringida a las 
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fases S y G2/M, ya que requiere que la cromátida hermana idéntica esté disponible para 
usarla como molde y proceder a la reparación [Chapman et al., 2012]. 
Está descrito que el mecanismo de formación de los DSBs determina la activación 
de uno u otro mecanismo de reparación [Chapman et al., 2012]. Así, en un contexto wild-
type, si la fuente de daño es exógena (radiación gamma), el mecanismo de reparación 
principal sería vía NHEJ (85%), mucho más eficaz en términos temporales que la HR 
en momentos de crisis celular, pero que es propenso a la generación de errores; de 
manera que, a largo plazo, y de ser el mecanismo de elección, llevaría irremediablemente 
a la inestabilidad genómica. Esto se evita mediante la HR, mecanismo que restaura la 
secuencia original íntegra [revisado por Chapman et al., 2012; Ciccia A. y Elledge S.J., 
2010]. Por su parte, si la fuente de daño es endógena a la célula, podemos considerar 
que existen dos tipos de DSBs. Por un lado, estarían las DSBs programadas, como son 
los reordenamientos V(D)J, de CSR y los reordenamientos meióticos, que se hallan 
controlados vía HR. Por otro lado, existen DSBs endógenas no programadas, que se 
generan de manera espontánea, principalmente durante el proceso de replicación del 
ADN, y que derivan del colapso de la horquilla de replicación, lo que genera una rotura de 
la doble cadena. Este tipo de DSB también ha de repararse vía HR para llevar a cabo una 
mitosis conservativa en términos de secuencia de ADN, y evitar procesos de inestabilidad 
genómica con el tiempo. [Revisado por Chapman et al., 2012].   
    
1.4.4. La respuesta al daño en el ADN y su implicación en la enfermedad 
humana
El papel central de “la respuesta al daño en el ADN” (en inglés, DNA-Damage 
Response, DDR) dentro del contexto de la fisiología de un organismo complejo, como el 
ser humano, se evidencia en la amplia variedad de patologías observadas en aquellos 
individuos portadores de mutaciones en alguno de los genes que participan en esta 
respuesta. Los síndromes asociados con fallos en DDR afectan principalmente a la 
homeostasis de los sistemas nervioso, inmune y reproductor; pero también conducen 
a un envejecimiento prematuro e incrementan la susceptibilidad al cáncer, además de 
poder estar asociados a defectos en el crecimiento y dismorfias [revisado por Ciccia A. y 
Elledge S.J., 2010].
La generación de la diversidad de anticuerpos y receptores BCR en los linfocitos B, 
así como de receptores TCR en las células T, requiere de reordenamientos de ADN en 
un proceso de recombinación genética somática controlada. La recombinación V(D)J es 
iniciada por las nucleasas RAG1 y 2, que introducen DSBs específicas en los segmentos 
que van a ser reordenados, y ARTEMIS, que hace accesible el ADN a los factores que 
participaran en la religación de extremos vía NHEJ. Mutaciones en los genes RAG1, 
RAG2 y ARTEMIS se han descrito en pacientes con inmunodeficiencia combinada 
severa (SCID); mientras que un bajo nivel de anticuerpos, linfopenia y radiosensibilidad, 
unido a microcefalia, suelen ser las características fenotípicas de síndromes causados 
por mutaciones hipomórficas o de pérdida de función en los genes codificantes para 
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los factores que participan en NHEJ, como la ligasa 4 o XLF/Cernunos [revisado por 
Ciccia A. y Elledge S.J., 2010]. El cambio de clase de inmunoglobulina (“Class-Switch 
Recombination”, CSR) y el proceso de maduración de afinidad del anticuerpo mediante 
el fenómeno de hipermutación somática (“Somatic HyperMutation”, SHM) son catalizados 
por la enzima AID; además, en el CSR también participan otros factores como UNG y 
APE1, antes de ser resuelto mediante NHEJ clásico o alternativo. Defectos en AID y 
UNG causan el Síndrome de Hiper-IgM, caracterizado por presentar niveles normales de 
IgM pero reducidos, o inexistentes, de IgG, IgA e IgE. Defectos en CSR también se han 
descrito en modelos animales de deficiencia en H2AX, Mdc1, 53bp1 y Nbs1. [revisado 
por Ciccia A. y Elledge S.J., 2010].
La acumulación de daño en el ADN también lleva a un envejecimiento prematuro 
del organismo. Muchos síndromes provocados por defectos en DDR cursan con fenotipos 
como el de la progeria, por ejemplo el Síndrome de Werner (debido a deficiencia en la 
helicasa RecQ) o el Síndrome de Anemia de Fanconi, que deriva en fallo de médula ósea, 
debido a mutaciones en genes que participan en la HR y reparación de daños. En línea 
con lo anterior, se ha observado una depleción acelerada –funcional y, en ocasiones, 
también cuantitativa- de las HSC en una amplia variedad de modelos de ratón deficientes 
en componentes de la DDR, tales como ATM, Brca2, Ercc1, Fancc, Ku80, Lig4, Msh2, 
Xpd o ARN-telomerasa de ratón. En estos modelos, la acumulación de daño en el ADN 
lleva al agotamiento prematuro de la función stem hematopoyética al impedir, o disminuir, 
su capacidad de autorrenovación [revisado por Ciccia A. y Elledge S.J., 2010]. 
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MATERIALES Y 
         MÉTODOS
“Sé que la fisiología no puede progresar de ninguna 
manera excepto a través de la experimentación animal; 
y creo, con la más profunda convicción, que aquel que 
retrase el progreso de la fisiología comete un crimen 
contra la humanidad.”
Charles Darwin, 1959
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2.1. Modelos murinos utilizados
Todos los estudios llevados a cabo en ratón se efectuaron de acuerdo a la normativa 
nacional y regional establecida para el manejo de animales de experimentación. En 
la Tabla MM-1 se indican las líneas de ratón empleadas a lo largo de este trabajo de 
tesis doctoral. Para las líneas que han sido generadas en el contexto de este trabajo, el 
procedimiento de generación se describe detalladamente a continuación. Los protocolos 
Nombre oficial Denominación
Fondo genético 
en que se 
mantiene
Descripción/ uso
C57Bl/6JOlaHsd C57BL/6 C57BL/6
Genotipo silvestre. Para el mantenimiento de líneas en este fondo 
genético. También empleado como control WT experimental, 
para la generación de la línea híbrida F1 C57Bl/6-CBA, para la 
generación de línea híbrida F1 C57Bl/6-Ly5.2/Ly5.1 o como donante 
competidor. Expresa el alelo marcador de membrana Ly5.2. NO SE 
GENOTIPA.
CBA CBA CBA Genotipo silvestre. Para la generación de la línea híbrida F1 C57Bl/6-CBA. NO SE GENOTIPA.
B6.SJL-Ptprca Pep3b/BoyJ Ly5.1 C57BL/6
Genotipo silvestre. Empleado como control WT experimental, 
para la generación de línea híbrida F1 C57Bl/6-Ly5.2/Ly5.1, como 
donante competidor o como receptor en ensayos de reconstitución 
de médula ósea. Expresa el alelo marcador de membrana Ly5.1. 
NO SE GENOTIPA.
Rag1tm1Mom Rag1 KO C57BL/6
La falta de Rag1 le impide reordenar los segmentos V(D)J, con 
lo cual carece de sistema inmune adaptativo. Los linajes linfoides 
están bloqueados en proB y DN2-DN3 de las células T. Carece de 
linfocitos en periferia. Es empleado como receptor en ensayos de 
reconstitución de médula ósea. NO SE GENOTIPA.
Whsc1tm1Ykan
Whsc1+/- o 
Whsc1-/-
C57BL/6
Modelo de pérdida de función de Whsc1, por reemplazamiento de 
la región codificante para el dominio SET [Nimura et al., 2009]. SE 
GENOTIPA. 
Tg(Ly6e-Whsc1-I)#CCob Sca1-MMSET-I
Híbrido: C57Bl/6-
CBA
Modelo de ganancia de función constitutiva, bajo el promotor 
Sca1, de la isoforma corta WHSC1-I. Expresa WHSC1-I en el 
compartimento stem hematopoyético. Transgénico. SE GENOTIPA.
B6(Cg)Gt(ROSA)26Sortm1(CAG-
xSTOPx-WHSC1-IRES-GFP)CCob
Rosa-WHSC1-II C57BL/6
Modelo de ganancia de función condicional de la isoforma completa 
WHSC1-II, bajo el locus Rosa26. La expresión de WHSC1-II está 
supeditada a la actividad Cre-Recombinasa. SE GENOTIPA
Tg(Ly6e-Cre)#Isg Sca1-Cre
Híbrido: C57Bl/6-
CBA
Modelo de expresión constitutiva de Cre-Recombinasa bajo el 
promotor Sca1 (expresa la Cre-Recombinasa en el compartimento 
stem hematopoyético). SE GENOTIPA.
Cd79atm1(cre)Reth Mb1-Cre C57BL/6
Modelo de expresión constitutiva de Cre-Recombinasa bajo el 
promotor Mb1 (expresa la Cre-Recombinasa en el compartimento 
proB, del linaje linfoide B). SE GENOTIPA.
Tg(Sox2-cre)1Amc Sox2-Cre C57BL/6
Modelo de expresión constitutiva de Cre-Recombinasa bajo el 
promotor Sox2 (expresa la Cre-Recombinasa en las células madre 
embrionarias, incluyendo la línea germinal, con lo que permite la 
generación de un alelo heredable). SE GENOTIPA.
B6(Cg)Gt(ROSA)26Sortm1(CAG-
DELTA-WHSC1-IRES-GFP)CCob
Rosa-Delta-
WHSC1-II
C57BL/6
Modelo de expresión constitutiva y generalizada de WHSC1-II. Se 
obtiene a partir del cruce entre las líneas Rosa-WHSC1-II y Sox2-
Cre, por deleción del cassete STOP. SE GENOTIPA.
Tabla MM-1. Líneas de ratón utilizadas en este proyecto de investigación.
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de genotipado se recogen en la Tabla MM-6 (subapartado MM 2.4.3.). 
2.1.1. Generación de los modelos de ganancia de función 
2.1.1.1. Modelo de sobreexpresión constitutiva de la isoforma corta (I) de WHSC1/MMSET 
bajo el promotor Sca1 (Sca1-MMSET-I)
El ADNc correspondiente a la isoforma WHSC1-I/MMSET-I fue subclonado 
en el sitio ClaI del vector pLy6E.1, cedido por Elaine Dzierzak (Universidad Erasmus, 
Rotterdam, Holanda). La construcción final fue secuenciada, linearizada y preparada 
para su microinyección de acuerdo con las instrucciones del 
Servicio de Transgénesis del de la Universidad de Salamanca, 
donde fue generado el modelo. La identificación de los animales 
transgénicos, así como la determinación del número de copias 
insertadas se llevó a cabo mediante el método de Southern blot, 
a partir de una biopsia de cola, como se detalla más adelante. 
Como sonda para la hibridación de los Southern blot se utilizó 
el ADNc de WHSC1. Se seleccionaron dos machos fundadores 
que darían lugar, respectivamente, a las líneas Sca1-MMSET-
I-A y Sca1-MMSET-I-B, portando la primera un mayor número de 
copias del transgén. La Figura MM-1 muestra los resultados de 
un Southern blot representativo del proceso de genotipado. 
2.1.1.2. Modelo de sobreexpresión condicional de la isoforma completa de WHSC1 
(WHSC1-II), en el locus Rosa26 de ratón
Para generar el modelo de expresión condicional de la isoforma completa de 
WHSC1-II (ó MMSET-II) bajo el locus Rosa26 de ratón, se procedió de la manera que 
se detalla a continuación y que se esquematiza en la Figura MM-2. Este modelo permite 
controlar la expresión ectópica de un ADNc de interés condicionada a la actividad de una 
Cre-Recombinasa, de manera que la expresión espacio-temporal de la enzima induce 
la expresión de la proteína ectópica en el momento y/o tejido o linaje celular de interés 
(Tabla MM-1 y Figura MM-3). Además, la incorporación de un sitio IRES tras el ADNc de 
interés, seguido de la secuencia codificante para eGFP permite la monitorización de la 
expresión de la proteína de interés.
Figura MM-1. Genotipado de las líneas Sca1-MMSET-I por Southern blot.  Se muestra un ejemplo representatativo del genotipado por  Southern blot a partir de una biopsia de cola de 5 crías procedentes de un cruce Sca1-MMSET-IA x WT. Aquellas crías que heredaron el alelo transgénico muestran un patrón de bandas característico, ausente en las muestras procedentes de crías con genotipo silvestre.
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2.1.1.2.1. Obtención del ADNc codificante para la isoforma larga de WHSC1 (WHSC1-II)
La construcción pCEFL+HAtag+WHSC1-II (10137 pb) fue amablemente cedida 
por Leif Bergsagel [Mayo Clinic, USA].  1μl de muestra se empleó para transformar 50 
μl de Escherichia coli DH5a competentes, preparadas por el Servicio de Fermentación 
del CBMSO siguiendo un protocolo estándar de transformación (30’ en hielo + choque 
térmico, a 42ºC, 45’’ + 5’ en hielo + 45’ a 37ºC, en 200 μl medio 2xYT, en agitación). 
Las bacterias transformantes se sembraron sobre placas de LB-agar, preparadas por el 
Servicio de Cocina del CBMSO, suplementadas con ampicilina (100 μg ampicilina/ ml 
agar), que se incubaron a 37ºC O/N. La ampicilina es ampicilina sódica cristalina [SIGMA-
Aldrich], resuspendida en agua bidestilada estéril. Se picó una de las colonias crecidas, 
para ser expandida en 100 ml de medio 2xYT [1 litro: 16 g triptona (OXOID), 10 g de 
levadura (Becton and Dickinson Company, BD), 5 g NaCl (Merck)] suplementado con 
ampicilina 100 μg/ml. Se la dejó crecer O/N a 37ºC y se extrajo el DNA por columna 
[Plasmid Maxi Kit, QUIAGEN]. Obtenido el DNA plasmídico, este se resuspendió en agua 
bidestilada estéril, y se midió su concentración y pureza por espectrometría (Nanodrop 
1000, THERMO scientific). La construcción se confirmó por digestión de 1 μg del ADN 
amplificado y la secuencia HAtag-WHSC1-II fue confirmada por secuenciación. La Tabla 
Figura MM-2. Esquema de la clonación del vector utilizado para generar el modelo de ratón condi-
cional de ganancia de función Rosa-WHSC1-II. 
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MM-2 recoge los oligonucleótidos empleados para llevar a cabo la secuenciación.
 
Oligos para secuenciar HAtag-WHSC1-II Sentido de lectura Secuencia 5’ – 3’
MMSET-GENOT-RP1 Reverse CCGTTAAACTTCTGCATGACC
MMSET-GENOT-RP2 Reverse GTAAGATCTTTCAGCTTGTCG
MMSET-3’-FP1 Forward GCCAGAACAAGCTCTTACAAG
MMSET-3’-FP2 Forward GCAGCATCTTCAGCTCTTGG
Tabla MM -2. Oligonucleótidos utilizados para secuenciar HAtag-WHSC1-II.
2.1.1.2.2. Preparación del vector lanzadera
Con el objetivo de facilitar la subclonación de HAtag-WHSC1-II en el vector final 
CAG-STOP-eGFP-ROSA26TV [Fig. MM-2], se diseñó un polylinker lanzadera que 
contenía dos sitios de restricción AscI flanqueantes, además de incorporar una secuencia 
aleatoria de 45nt que sirviera de región espaciadora antes del sitio LoxP. La generación 
de este polylinker requiere del diseño de oligonucleótidos que aporten la secuencia y de 
su anillamiento para, posteriormente, proceder al reemplazamiento del polylinker original 
del vector de interés (pBluescript II KS (+), de Stratagene) por la nueva secuencia. Así, lo 
que se pretende es reemplazar el polylinker original del vector pBluescript II KS (+), por el 
“poly-linker lanzadera”.
Las secuencias de los oligonucleótidos codificantes para el polilynker lanzadera se 
detallan en la Tabla MM-3.
 
Nombre del 
oligonucleótido
Sentido de 
lectura Secuencia 5’ – 3’
CTV-Shuttle-Forward Forward
AGCTGAGCTCGGCGCGCCTGAAGACAGTCTGAGTTTGGTAGTGTCC
TGCTACGGACTCCAACCGTTTAAACAAGCTTGAATTCGATATCGTCGA
CGGCGCGCCGGGCCCGGTAC
CTV-Shuttle-Reverse Reverse
CGGGCCCGGCGCGCCGTCGAACGATATCGAATTCAAGCTTGTTTAAACGGTT
GGAGTCCGTAGCAGGACACTACCAAACTCAGACTGTCTTCTTCAGGCGCGCC
GAGCTC
Tabla MM -3. Secuencia de oligonucleótidos para la generación del “polylinkder lanzadera”. 
El proceso de reemplazamiento del polylinker se llevó a cabo como se describe 
a continuación. Primero los oligos CTV-Shuttle-Forward y CTV-Shuttle-Reverse fueron 
fosforilados y anillados. 10 μl de cada oligo, resuspendidos a 0.1 μg/μl, se pusieron a 
reaccionar, en un mismo mix, con 9 μl de ATP 10 mM, 9 μl de Kinase Buffer 10X [NEB], 48 μl 
de agua bidestilada estéril y 4 μl de T4-PNK [NEB], durante 1 hora a 37ºC. Posteriormente, 
se inactivó la enzima T4-PNK dejando la reacción 15’ a 70ºC. Finalmente, se añadieron 
a la mezcla 10 μl de Annealing Buffer [200 mM Tris pH 7.4, 20 mM MgCl2, 500 mM NaCl] 
y todo ello se hirvió 5’, a 100ºC, dejándose después enfriar, durante aproximadamente 
40 minutos, hasta que la mezcla adquirió temperatura ambiente. De esta reacción se 
tomaron 20 μl para ser digeridos con SacI. Una vez inactivada SacI, se hizo una dilución 
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1:100, de la cual se tomaron 7 μl (con una concentración calculada teóricamente de 7 ng/
μl) para ligar con 20 ng de pBluescript II KS (+) [Stratagene] procesado previamente para 
llevar a cabo la ligación. 
El procesado previo del vector de destino, pBluescript II KS(+) [Stratagene], 
consistió en la digestión del mismo con SacI y KpnI para eliminar el polylinker endógeno, 
defosforilación de los dos fragamentos generados con la fosfatasa termosensible alcalina 
TSAP [Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Promega] siguiendo el protocolo de la 
enzima, y, finalmente, purificar el vector digerido mediante electroforesis gel de agarosa 
(0.8% en TAE1X [40 mM Tris, 20 mM ácido acético y 1 mM EDTA]) y columna [Gel 
Extraction Kit, Promega]. 
Para la ligación del polylinker lanzadera al vector procesado se empleó el kit T4-
ligasa de NEB siguiendo las especificaciones técnicas y dejándose la ligación a 16ºC 
O/N, en un volumen final de 10 μl. 5 μl de ligación se emplearon para transformar 
100 μl de células E.coli DH5α competentes por el protocolo estándar (descrito en MM 
2.1.1.2.1.). Las bacterias transformantes fueron crecidas O/N a 37ºC, en placas de LB-
agar, suplementadas con ampicilina a 100 μg/ml.
2.1.1.2.3. Cribado de colonias bacterianas positivas para el polylinker lanzadera
Para el cribado de colonias positivas para el “vector lanzadera”, se picaron 10 
colonias al azar y se las creció en 2 ml de 2xYT+Ampicilina a 100 μg/μl, durante 12 a 16 
horas, a 37ºC. Se creció en paralelo un replicado en LB-agar/Ampicilina a 100 μg/ml. Una 
vez crecidas las bacterias en medio líquido, se les extrajo el DNA plasmídico mediante el 
“Boiling Method”, como se describe a continuación.
2.1.1.2.4. Preparación de DNA plasmídico mediante “Boiling Method”
Se llevan 1.5 ml de cultivo bacteriano a un tubo tipo eppendorf. Se centrifuga a 
12000 rpm, durante un minuto y el pellet resultante se resuspende en 250 μl de  solución 
STETL fresca [Solución STETL: Solución STET (8%(w/v) sacarosa (Merck), 5% tritón 
X-100 (Calbiochem), 50mM Tris pH 8.0, 50mM EDTA, en agua bidestilada estéril) + 0.5 
mg Lisozima (Lysozyme from chicken egg white, SIGMA-Aldrich) por cada ml de STET]. 
La mezcla se hierve a 100ºC durante 60s, se homogeniza por inversión y se centrifuga 
a 12000 rpm durante 10 min, a temperatura ambiente. El pellet resultante, a modo de 
moco, se retira con un palillo estéril. Al resto de la muestra, líquida, se le añaden 0.6 
volúmenes de isopropanol, se agita, y se deja precipitando el DNA durante 5 min, a 
temperatura ambiente. Por último, se centrifuga todo el volumen durante 10 min a 12000 
rpm; se decanta, se da una centrifugación corta, y se retiran los restos de sobrenadante 
con pipeta. El sedimento resultante, que contiene al ADN, se resuspende en 30 μl de una 
solución fresca de agua bidestilada estéril conteniendo 0.15 μl de RNAsa, previamente 
concentrada a 10 μg/μl. La RNAsa es Ribonucleasa A, derivada de páncreas bovino 
[SIGMA]. La RNAsa se deja actuar durante 10’ a temperatura ambiente, y la muestra 
queda lista para ser usada.
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Una vez obtenido el DNA por este método, se toma 1 μl para digerirlo 
enzimáticamente y llevar a cabo un análisis de restricción. Aquellos clones cuyo patrón 
de restricción coincidió con el esperado se mandaron a secuenciar con los oligos T7-
promoter y T3-promoter.
Finalmente se seleccionaron dos clones cuya secuencia y patrón de restricción 
fueron los esperados. Ambos clones se recrecieron en 100ml de medio 2xYT con 
ampicilina a 100 μg/ml, O/N a 37ºC y en agitación. El ADN plasmídico se extrajo por 
columna [Plasmid Maxi Kit, QUIAGEN], se resuspendió en agua bidestilada estéril y 
se midió su concentración y pureza por espectrometría (Nanodrop 1000, THERMO 
scientific).
2.1.1.2.5. Subclonación de HAtag-WHSC1-II en el vector lanzadera
Generado el vector pBluescript-II-KS(+)_lanzadera se procedió a la subclonación en 
él del ADNc para HAtag-WHSC1-II, obtenido a partir del plásmido pCEFL-HAtag-WHSC1-
II (MM 2.1.1.2.1), en un proceso de dos etapas [Fig. MM-2], siguiendo los métodos 
de digestión enzimática, ligación, transformación, screening de colonias positivas y 
amplificación de DNA, previamente descritos en apartados anteriores.
En la primera fase, el extremo 3’ del ADNc fue clonado entre los sitios de restricción 
SalI y HindIII; tras ella, el extremo 5’ fue clonado en el sitio HindIII conservado. La 
regeneración de la secuencia completa de HAtag-WHSC1-II fue confirmada por 
secuenciación. Los oligos de secuenciación usados fueron T7-promoter, T3-promoter y 
los listados en la Tabla MM-2 para la secuenciación de WHSC1-II.
2.1.1.2.6. Subclonación de HAtag-WHSC1-II en CAG-STOP-eGFP-ROSA26TV
Para definitivamente generar la construcción que permita la obtención de un 
modelo condicional de expresión ectópica de WHSC1-II, el ADNc para HAtag-WHSC1-II 
se obtuvo por digestión con AscI a partir de la construcción pBluescript-II-KS_lanzadera-
HAtag-WHSC1-II descrita en el paso anterior. Este inserto fue subclonado, en cohesivo, 
en el sitio AscI del vector CAG-STOP-eGFP-ROSA26-TV (de ahora en adelante, “CTV”), 
cedido por Klaus Rajwesky, Immune Disease Institute, Harvard Medical School, USA), 
previamente linearizado con AscI y defosforilado, según los métodos habituales ya 
descritos. 
El vector CTV (ampliamente descrito en www.addgene.org) consta de dos brazos 
de homología con el locus Rosa26 de ratón, lo que permite la generación de modelos de 
ratón Knock-in, por recombinación homóloga. Entre estos brazos de homología, y para 
controlar la expresión ectópica de la proteína, el vector CTV cuenta con un codón de 
parada de la transcripción, flanqueado por dos sitios LoxP, seguido del sitio de clonación 
AscI (Fig. MM-2 y Fig. MM-3). Los sitios LoxP son reconocibles por una Cre-recombinasa, 
la cual, de expresarse en presencia de los mismos, los recombinará, delecionando con ello 
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el codón de STOP y permitiendo la expresión “condicional” de la proteína de interés. Para 
poder monitorizar la expresión ectópica de la proteína de interés de manera indirecta, el 
vector CTV cuenta, tras el sitio AscI donde se incorpora el ADNc de interés a expresar, con 
una región IRES seguida del ADNc codificante para la eGFP, que permite la co-expresión, 
espacio temporal, de la proteína de interés junto a la proteína verde fluorescente. Por otra 
parte, no se ha demostrado que la haploinsuficiencia del gen Rosa26 en ratón provoque 
ningún tipo de alteración fisiológica o en el desarrollo. Ello, unido a la gran versatilidad 
que implica poder usar diferentes líneas Cre-Recombinasa, junto a la alta eficiencia de 
recombinación en este sitio, cercana al 25%, hacen a este sistema muy atractivo para la 
generación de nuevos modelos de ganancia de función condicionales en ratón. 
Siguiendo la metodología previamente descrita, se procedió a la transformación 
y cribado de colonias positivas que hubiesen incorporado el ADNc HAtag-WHSC1-
II en el vector CTV. Los clones positivos fueron identificados por análisis de restricción 
y confirmados por secuenciación. Además de los oligonucleótidos habituales para la 
secuenciación de WHSC1-II descritos en la Tabla MM-2, se diseñaron otros dos más para 
secuenciar las regiones 5’ up-stream y 3’ down-stream del punto de inserción AscI (Tabla 
MM-4).
Figura MM-3. Esquema del modelo Rosa-WHSC1-II, líneas Cre-Recombinasa utilizadas durante el 
proyecto y patrón de expresión condicional del alelo Rosa-WHSC1-II esperado.
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Nombre del oligonucleótido Región a secuenciar Secuencia, 5’ – 3’
CTV-AscI-F-SP 5’ upstream CATTCTAGTTGTGGTTTGTCC
CTV-AscI-Rev-SP 3’ downstream CGGAATTGGGGTACCCTCG
Tabla MM-4. Oligonucleótidos para la secuenciación de las regiones flanqueantes al sitio de clonación AscI 
del vector CAG-STOP-eGFP-ROSA26TV.
2.1.1.2.7. Preparación de la construcción para la electroporación de las células ES
La generación de modelos animales por recombinación homóloga de sitio implica 
que las células animales a transformar estén en estadio stem embrionario (profase I), 
momento en que son electroporadas (comúnmente, células ES). Todo el proceso de 
electroporación y cultivo de las células ES, así como la generación de los animales 
fundadores quimera, se llevó a cabo en el Servicio de Transgénesis del CNB/CBMSO 
(Madrid).
Para preparar la construcción para su electroporación se procedió a la linearización 
de 100 μg de DNA plasmídico. La enzima requerida para linealizar la construcción, SgfI, 
no funciona sobre DNA metilado. Debido a que la enzima independiente de metilación, 
AsiSI [NEB], isoesquizómera a la que se indicaba, mostraba una baja eficiencia de 
digestión o daba lugar a digestiones parciales, se optó por amplificar la construcción en 
una cepa bacteriana negativa para metilasa (cepa E.coli GM119) para obtener el plásmido 
demetilado.
2.1.1.2.8. Demetilación de la construcción CTV-HAtag-WHSC1-II
El protocolo empleado para la obtención de las bacterias GM119 quimio-competentes 
se describe a continuación.
 2.1.1.2.8.1. Generación de células GM119 quimio-competentes con CaCl2
Se inocularon 5 ml de medio 2xYT, libre de ampicilina, a partir de una colonia 
GM119. Este inóculo se dejó creciendo O/N, 37ºC, 225 rpm. A primera hora de la mañana 
del día siguiente, se tomó un mililitro del cultivo como nuevo inóculo de 100 ml de medio 
2xYT fresco. Tras una incubación de 2h a 37ºC, 225 rpm en un erlenmeyer de 500 ml, 
se alicuotó el cultivo en dos tubos tipo Falcon 50 ml, dejándose estos en hielo durante 
15 min.  A partir de este paso, todo el trabajo se hace sobre hielo o en frío. Tras los 15 
minutos en hielo, las bacterias se centrifugaron 10 min, a 4ºC y 1500 rpm.  Uno de los 
sedimentos se resuspende cuidadosamente en 5 ml de solución 100 mM CaCl2 en agua 
bidestilada, esterilizado por filtración, y fría de hielo. Con esto se resuspende el otro pellet. 
Finalmente, a la suspensión obtenida se le añade más solución 100 mM CaCl2 estéril, fría 
de hielo, hasta un volumen final de 50 ml. Se mantiene 15 min en hielo. Se centrifuga de 
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nuevo 10 min, a 4ºC y 1500 rpm, y el precipitado celular se resuspende cuidadosamente 
en 5 ml de 100 mM CaCl2 estéril frío. Se deja en hielo 1 hora. Las bacterias así obtenidas 
no resisten el proceso de congelación a -80ºC, con lo que hay que prepararlas en fresco 
cada vez.
 2.1.1.2.8.2. Transformación de las bacterias GM119 quimio-competentes
200 μl de bacterias GM119 competentes frescas, se transforman con 1 μg de 
plásmido CTV-HAtag-WHSC1-II. Para ello, se les añade el ADN y se dejan en hielo 1 hora. 
Se les da un choque térmico a 42ºC durante 2 minutos, seguido de enfriamiento rápido 
en hielo durante 5 min. Tras ello, se las deja en 1 ml de medio 2xYT, libre de ampicilina, a 
37ºC y con agitación leve entre 30 y 45 minutos, y se siembran en dos placas de LB-Agar 
suplementado con ampicilina a 100 μg/ml. La eficiencia de transformantes suele ser muy 
baja. Se dejan creciendo en placa O/N a 37ºC.
 2.1.1.2.8.3. Amplificación de la construcción CTV-HAtag-WHSC1-II en la cepa bacteriana GM119 
A partir de colonias transformantes obtenidas en el paso anterior, se amplifica el 
plásmido dejando a las bacterias crecer O/N a 37ºC y agitación, en 100 ml de medio 
2xYT suplementado con ampicilina a 100 ug/ml. El ADN plasmídico demetilado se purifica 
por columna [Plasmid Maxi Kit, QUIAGEN], se resuspende en agua bidestilada estéril y 
se procede a cuantificar su concentración y pureza por espectrometría (Nanodrop 1000 
[Thermo Scientific]). El plásmido amplificado se confirma por análisis de restricción y 
secuenciación (los oligos empleados para la secuenciación se recogen en las tablas MM-2 
y MM-3.  Finalmente, 100 ug de este plásmido demetilado se linearizaron con la enzima 
SgfI [Promega], según las especificaciones del comerciante. La linearización se confirma 
corriendo en gel de agarosa una pequeña alícuota de la reacción junto a plásmido sin 
digerir. 
La muestra digerida se entrega al Servicio de Transgénesis para su electroporación 
en células ES de ratón.
2.1.1.2.9. Cribado de las colonias ES transformantes
Se obtuvieron un total de 115 clones de células ES transformantes sobre fondo 
genético 129 y 48 clones en fondo genético C57Bl/6. El cribado de los clones positivos en 
el locus Rosa26 se realizó a partir de varias estrategias de Southern-blot (técnica descrita 
más adenate) y PCR. Así, para cada clon se analizaron los patrones de banda para el 
locus Rosa26 (sonda Probe-A) y para la presencia de los ADNc para WHSC1 (sonda 
WHSC1). Los patrones de banda esperados para cada sonda, así como la fuente de la 
misma, se recogen en la Tabla MM-5.
Las muestras de ADN genómico requeridas para llevar a cabo el procedimiento de 
Southern-blot se obtuvieron a partir de la digestión de un pool de células correspondientes 
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a cada clon con proteinasa K diluida en Tampón de Digestión I [ver Materiales y métodos, 
apartado 2.3.1.], a 55ºC, 1200 rpm, O/N en Thermomixer compact [Eppendorf]. El DNA 
fue extraído por el método Fenol-cloroformo [Materiales y Métodos, 2.3.2], y resuspendido 
con 80 μl de agua bidestilada estéril. 20 μl de cada muestra se digirieron con la enzima 
correspondiente y sus southerns respectivos se revelaron con la sonda indicada [Tabla 
MM-4]. 
La Figura MM-4 muestra un ejemplo representativo del cribado por Southern-blot 
para las sondas Probe A y MMSET. Los clones se regenotiparon mediante la técnica 
de PCR para GFP y WHSC1 ectópico según las condiciones indicadas en Tabla MM-6 
(subapartado “genotipado por PCR”, MM 2.4.1.); un ejemplo representativo de genotipado 
por PCR para GFP y WHSC1 se muestra en la Figura MM-5.
2.1.1.2.10. Expansión de los clones positivos, regenotipado y cariotipado. Obtención de los ratones 
quimera fundadores, y primera generación F1. Rederivación de la línea Rosa-WHSC1-II. Expansión en Zona 
Limpia de animalario
De todos los clones positivos, se seleccionaron 3 (en fondo genético 129) para 
expandirlos, regenotiparlos por PCR y Southern-blot, y llevar a cabo su cariotipado. El 
Figura MM-4. Genotipado por Southern-blot de los clones de células ES recombinantes.  Genotipado por Southern-blot de los clones de células ES recombinantes positivos para HAtag-WHSC1-
II, en el locus Rosa26 de ratón, obtenidos mediante la estrategia estándar descrita en www.addgene.org para el vector  CAG-STOP-eGFP-ROSA26TV empleado. Los clones positivos (+) se corresponden con el ge-notipo recombinante; es decir, con clones de células ES que han incorporado la construcción de interés.
SONDA
ALELO MUTANTE/ 
RECOMBINADO (Kpbs)
ALELO EN 
CONDICIONES WILD-
TYPE (Kpbs)
ENZIMA DE 
RESTRICCIÓN 
(DNA genómico)
FUENTE DE LA SONDA Y DIGESTIÓN
Probe-A 5.1 15.4 EcoRI CTV EcoRI
WHSC1 8.2 aprox. 9.7 BamHI pCEFL-HAtag-WHSC1-II EcoRI
Tabla MM-5. Estrategias de Southern-blot empleadas para la identificación de los clones de células ES re-
combinantes positivos para HAtag-WHSC1-II en el locus Rosa26 de ratón obtenidos mediante la estrategia 
basada en la construcción CAG-STOP-eGFP-ROSA26TV (www.addgene.org). 
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cariotipado fue llevado a cabo en el Servicio de Transgénesis (CNB/CBMSO). Uno de los 
clones fue seleccionado y vuelto a expandir para su microinyección en blastocistos. Los 
blastocistos con las células mutantes fueron transferidos a una hembra pseudopreñada 
para su desarrollo y obtención de las primeros ratones quimera. El proceso hasta la 
obtención de las quimeras fundadoras fue llevado a cabo por el Servicio de Transgénesis 
del CNB/CBMSO. Una vez obtenidas las primeras quimeras, estas fueron genotipadas 
por PCR y Southern-blot a partir de una biopsia de cola (protocolo descrito más adelante); 
aquéllas que resultaron positivas para la modificación genética se seleccionaron 
como “fundadoras” y se pusieron en cruce. La camada F1 obtenida de dicho cruce fue 
genotipada por Southern-blot y PCR, y a las crías que habían heredado la construcción 
genética se las denominó Rosa-WHSC1-II, de ahora en adelante a esta nueva línea de 
ratón generada se la denominará “modelo Rosa-WHSC1-II”. 
Ya en instalaciones del CBMSO, se expandió la línea Rosa-WHSC1-II mediante 
cruce con animales WT C57Bl/6, hasta proceder a su rederivación a la zona limpia/SPF 
cuando se hubieron obtenido el suficiente número de machos donantes. Una vez dentro de 
la zona SPF del animalario, la línea fue vuelta a expandir sobre fondo C57Bl/6. Animales 
Knock-ins a partir de F4 se cruzaron con ratones de diferentes lineas Cre-Recombinasa 
(definidas en la Tabla MM-1) para la generación de los diferentes modelos de estudio 
para la ganancia de función de WHSC1-II utilizados (seguir por Figura MM-4). 
2.1.1.3. Generación del modelo de expresión constitutiva generalizada de la isoforma 
WHSC1-II: modelo Rosa-Delta-WHSC1-II
El modelo Sox2-Cre expresa la Cre-Recombinasa en todo el embrión, excluyendo 
las membranas embrionarias, pero incluyendo, por tanto, las células que contribuirán a 
Figura MM-5. Ejemplos representativos de genotipado por PCR para los ADNc del gen de Neomicina, 
eGFP y WHSC1 (válido para las isoformas I y II).   Para el genotipado se utiliza ADN genómico extraído a partir de biopsias de cola. Las muestras experimentales a ani-males del nacidos del modelo Rosa-WHSC1-II. Como controles de reacción se utilizaron: Control positivo (C+, ADN genómico extraído de animales fundadores); Control negativo (C-, ADN genómico extraído a partir de un ratón WT).
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la línea germinal; de esta forma, la modificación genética que genera la acción de la 
Cre-recombinasa es transmisible y heredable. En el caso de ponerse en cruce un animal 
Rosa-WHSC1-II con otro Sox2-Cre, la descendencia doble positiva que genere portaría 
también en sus células germinales un alelo constitutivamente activo Rosa-WHSC1-
II, por recombinación de los sitios LoxP. Esta recombinación deleciona el cassete de 
β-galactosidasa-Neomicina y el codón de STOP, lo que permite la libre expresión de 
WHSC1-II (Figura MM-4). Al producirse esta deleción también en la línea germinal, estos 
animales transmitirán esta forma alélica delecionada a su descendencia, generándose así 
un nuevo modelo de ratón que expresaría de manera estable, constitutiva y generalizada 
la isoforma WHSC1-II. A esta nueva línea de ratón se la denominará, en adelante, “Rosa-
Delta-WHSC1-II” (ver Tabla MM-1).
Para obtenerla, a partir del modelo Rosa-WHSC1-II generado (descrito con 
anterioridad), se pusieron en cruce hembras Rosa-WHSC1-II (F4) con machos Sox2-Cre. 
La F1 doble positiva (Rosa-WHSC1-II/Sox2Cre), genotipada por PCR (Tabla MM-6), se 
cruzó con animales WT C57Bl/6 con el objetivo de generar animales que portasen el alelo 
Rosa-Delta-WHSC1-II de manera estable, y limpiar la nueva línea de ratón del transgén 
Sox2-Cre.
La Figura MM-5 muestra el resultado de una PCR de genotipado frente al gen de 
Neomicina en animales Rosa-WHSC1-II, F1 doble positiva Rosa-WHSC1-II/Sox2-Cre y 
F2 Rosa-Delta-WHSC1-II, observándose como para la F2 ya no hay amplificación para 
este gen. 
2.2. Conservación de construcciones plasmídicas
Todas las construcciones genéticas y vectores, tanto los originales como los 
modificados, utilizados a lo largo de este proyecto de tesis doctoral se mantienen 
conservadas en dos formatos distintos: 
-DNA purificado, resuspendido en agua bidestilada estéril, a -80ºC. 
-Bacterias transformantes portadoras, en medio HOGNES [36 mM K2HPO4·3H2O, 
13 mM KH2PO4, 20 mM Na-citrato, 10 mM MgSO4·7H2O, 44% Glicerol en agua bidestilada 
estéril], esterilizado por filtración, guardadas a -80ºC.
2.3. Obtención de DNA genómico a partir de células o tejido de 
ratón
2.3.1. Digestión de una muestra de tejido o células de ratón para la 
obtención de ADN genómico
Si la muestra es una biopsia de cola u otro tejido sólido, este se tritura con unas 
tijeras previamente desinfectadas (HCl 0.1 M) y limpias (enjuagadas con agua bidestilada). 
Si la muestra son células, estas se centrifugan (5’ 1200 rpm 4ºC) para sedimentarlas; se 
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descarta el sobrenadante. Sobre la muestra procesada se añaden 500 μl de solución de 
digestión conteniendo 1 μg de Proteinasa K (ROCHE), entre 2 y 16 horas, a 55 ºC hasta 
su total degradación. 
Se emplearon 2 tipos de tampones de digestión para obtener la solución de 
digestión:
Tampón de Digestión I, o Solución de Fornace:
0.25 M sacarosa, 50 mM Tris pH 7.4, 25 mM KCl, 5 mM MgCl2, 
1% SDS, 20 mM EDTA pH 8
Tampón de Digestión II
50 mM Tris HCl pH 8.0, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0.1% SDS
Tanto el volumen de solución de digestión, como el tiempo, se adecuaron a la 
cantidad de muestra a digerir; manteniéndose siempre la relación volumen de tampón: 
proteinasa K.
2.3.2. Extracción del ADN por el método Fenol-Cloroformo y 
cuantificación
Una vez digerida la muestra, se procede a la obtención y purificación del ADN 
por extracción Fenol-Cloroformo. A la muestra digerida se le añade 1 volumen de fenol 
tamponado [Fenol-Tris HCl pH 8, PROLABO], se agita y centrifuga 5 min, 12000 rpm, a 
temperatura ambiente; el ADN siempre estará contenido en la fase acuosa. Dicha fase 
acuosa se lleva sobre 1 volumen fenol:cloroformo [Merck],  que se agita y centrifuga 5 min, 
12000 rpm, a temperatura ambiente. La fase acuosa así obtenida se recupera y se lleva 
sobre 1 volumen de cloroformo; se centrifuga 5 min, 12000 rpm, a temperatura ambiente. 
Por último, la fase acuosa resultante se lleva sobre 2 volúmenes de etanol absoluto 
[Merck], lo que hace precipitar al ADN. El sedimento se recupera mediante centrifugación 
de 10 min, 12000 rpm, a temperatura ambiente. El ADN (sedimento blanco brillante) se 
lava con 500 μl de etanol al 70% en agua, 5 min, 12000rpm, a temperatura ambiente. 
Se decanta y retiran los restos de etanol con pipeta, dejándose secar el sedimento al 
aire 10 min. El ADN se resuspende en agua bidestilada estéril hasta una concentración 
aproximada de 1 μg/μl. La concentración final se determinó a partir de la medida de la 
absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro [Nanodrop 1000, THERMO scientific].
2.4. Genotipado a partir de ADN genómico
2.4.1. Marcadores de peso molecular de ADN
Como marcadores de tamaño de ADN se utilizan los estándares generados a partir 
de ADNs genómicos de los virus Fi29 y Lambda, digeridos con HindIII, cuantificados y 
76
estandarizados por el Servicio de Fermentación del Centro de Biología Molecular Severo 
Ochoa (Madrid).
Se emplean 35 μl de una mezcla de ambos marcadores concentrados cada uno a 
250 ng/μl para genotipados por Southern blot, y entre 5 y 7 microlitros para genotipados 
llevados a cabo por PCR.
2.4.2. Genotipado por Southern blot 
2.4.2.1. Preparación de la muestra para Southern blot y digestión de ADN con enzimas 
de restricción.
Un mínimo de 20 μg de ADN genómico, obtenido por extracción Fenol-Cloroformo, 
se digirió con las correspondientes enzimas de restricción, siguiendo las indicaciones del 
fabricante [todas las enzimas utilizadas provienen de New England Biolabs, NEB; excepto 
SgfI, Promega]. Como buffer de digestión se utilizó un tampón universal [Carlos Buffer 
(33 mM Tris Acetato pH 7.5; 10 mM Acetato de Magnesio; 66 mM Acetato de Potasio; 0.1 
mg/ml BSA fracción V), 1 mM DTT y 3 mM espermidina]. Este tampón de digestión es 
compatible con todas las enzimas de restricción de NEB utilizadas.
La reacción de digestión se llevó a un volumen final máximo de 30 μl, y se 
mantuvo durante un tiempo mínimo según las especificaciones técnicas de la enzima o 
enzimas empleadas. Una vez completada la digestión, se añade tampón de carga a una 
concentración final 1X [5X (50% glicerol 100% [Merck], 200 mM EDTA pH 8.0, 0.1% Azul 
de Bromofenol [Merck], 0.1% Xilene Cyanol [Merck])]. 
2.4.2.2. Técnica de Southern blot
Un mínimo de 20 μg de ADN genómico digerido, por muestra, se cargó, en paralelo 
junto con un marcador de peso molecular, en un gel de agarosa [CONDA] al 0.8% en 
buffer AGB 1X [Buffer AGB 50X (para 1L final: 242 g Tris  (Merck), 50 ml Ácido Acético 
Glacial (Merck), 3.7 g EDTA (Merck), 82 g Acetato Sódico Anhidro (Merck)].
Se preparan unos 300 ml de gel sin bromuro de etidio, para cubetas con capacidad 
de unos 20 cm de carrera. Se deja corriendo 7-12h, dependiendo del voltaje (máximo 35 
voltios). Una vez corrido el gel, se toma y se deposita en una cubeta que contenga de 
3-5 gotas de bromuro de etidio a 10 mg/ml [BioRad] en medio buffer AGB 1X. Se deja en 
agitación unos 15 min para que se tiñan las bandas.
El gel se lava 3X con agua destilada, a temperatura ambiente y se toma una foto 
bajo un transiluminador UV posicionando junto al gel una regla fluorescente, de manera 
que sea posible la identificación de las diferentes bandas en la película fotográfica final.
Una vez fotografiado el gel, el ADN contenido en el gel se desnaturaliza mediante 
inmersión en la Solución Desnaturalizante [0.5 M NaOH, 1.5 M NaOH], durante 1 hora, 
a temperatura ambiente, en agitación continua.  Se lava el gel 2X con agua destilada y 
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se neutraliza con la Solución Neutralizante [1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCl pH 7.5], entre 30-
45 minutos, a a temperatura ambiente y con agitación constante. Se lava 2X con agua 
destilada, y se repite la neutralización y el lavado de esta solución.
Finalmente, se realiza la transferencia del ADN a una membrana de nylon 
[Hybond-N®] durante 16 horas mediante la técnica de Southern-blot, utilizando 20X SSC 
[6M NaCl [Merck]; 0.6 M citrato sódico dibásico [Merck], llevado a pH 7.0] como tampón de 
transferencia. Tras la transferencia, se fuerza la unión covalente del ADN a la membrana 
sometiendo a la misma a una fuente de luz UV de 312 nm durante 20s [UV Stratalinker 
2400, Stratagene].
La hibridación de estas membranas con las sondas específicas marcadas con 
[α32P]-dCTP, así como el lavado y la exposición de las membranas a películas de 
autorradiografía, se realizaron de la siguiente manera:
1.-Una primera etapa de prehibridación, con objeto de bloquear la hibridación no 
específica del ADN a la membrana. Para ello, se incubó la membrana durante 2 horas a 
65ºC en agitación constante, en 25 ml de solución de prehibridación [3X SSC (0.9 M NaCl; 
0.09 M citrato sódico dibásico pH: 7.0); 0,1% SDS; 1X solución de Denhardt’s (0.2 mg/
ml polivinilpirrolidona [Sigma]; 0.2 mg/ml seroalbúmina bovina [Sigma]; 0.2 mg/ml Ficoll 
400 [Amersham Pharmacia Biotech]); 5% sulfato dextrano y 10 mg/ml ADN heterólogo 
sonicado y desnaturalizado (Sigma)].
2.- En la etapa de hibridación propiamente dicha, se añade a la mezcla de 
prehibridación la sonda de ADN correspondiente, marcada radiactivamente con [α32P]- 
dCTP mediante el sistema Oligolabelling Kit [Amersham Pharmacia Biotech]. La reacción 
de marcaje se realiza a 37ºC y se emplearon aproximadamente 50 ng de ADN molde, para 
ser marcados con 2 μl de [α32P]-dCTP (3000 Ci/mmol). La sonda radiactiva se purifica 
mediante centrifugación en columnas de Sephadex G50 durante 5 minutos a 1500 rpm. 
El ADN sonda marcado se recupera en el eluido. La eficiencia de la reacción y cantidad 
de sonda marcada se mide con un contador de radiación β (Quick Count 2000, Bioscan). 
La hibridación se realiza a 65ºC durante 16 horas, usando aproximadamente 106 dpm/ml 
de sonda marcada radiactivamente, y previamente desnaturalizada durante 5 minutos a 
100ºC.
3.- Las membranas así hibridadas se lavan 2 veces en una solución de lavado, 
que confiere condiciones de alta astringencia permitiendo la eliminación de la sonda 
unida inespecíficamente a la membrana. Esta Solución de Lavado [1X SSC (0.3 M 
NaCl; 30 mM citrato sódico dibásico pH 7.0), 0.1% SDS], se usa precalentada a 65ºC. 
Tras varios lavados, las membranas se dejan secar al aire y finalmente se exponen 
en películas autorradiográficas [Kodak-X-Omat-AR] con un intensificador de señal 
(ReflectionTMIntesifying Screen, DuPont) durante un tiempo variable, desde 24h a 1 
semana, a –70ºC, dependiendo de calidad del marcaje.
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2.4.3. Genotipado por PCR
A partir de muestras de ADN genómico obtenidas por digestión del tejido o células 
empleando el tampón de digestión II (descrito con anterioridad), se hace una dilución 1:5 
en agua bidestilada estéril. Esta dilución se hierve entre 5 y 10 minutos a 95 – 100ºC para 
inactivar la proteinasa K residual, e inmediatamente se la deja sobre hielo. Se toma 1 μl 
para PCR.
2.4.3.1. Protocolos de genotipado por PCR
Para llevar a cabo los genotipados por PCR se utilizó el kit rTaq, Takara TaqTM 
[Takara Biotechnology], siguiéndose las especificaciones técnicas del fabricante. Se usó 
1 μl de muestra (a partir de una dilución 1:10 [aprox. 100 ng] de las muestras originales 
extraídas por el método fenol-cloroformo o bien a partir de una dilución 1:5, de muestras 
digeridas por el método de genotipado rápido usando el Tampón de Digestión II, MM 
2.4.3.). Se usan 2 μl de cada oligonucleótido, concentrados a 10 μM. 
Los productos de PCR se corren en geles de agarosa, entre 0.8 – 1%, a 95v , entre 
20 – 30 minutos. Los protocolos de genotipado de recogen en la Tabla MM-6.
Protocolos de Genotipado. Secuencias de oligonucleótidos y condiciones de PCR.
MODELO
Alelo/ 
modificacion
Oligonucleótidos
Tamaño de 
banda (pb)
CONDICIONES DE PCR
Whsc1
Alelo WT
5’-CCTGTTCTCTCTTTTAGGGGGAAG
5’-AAGACTCTTCCGATCCCTCTGAC
500
94ºC, 4’ + 35X[95ºC, 10’’ + 65ºC, 30’’ + 72ºC, 
30’’] +72ºC, 10’ + mantenido, 12ºCAlelo mutante 
(nulo)
5’-GATGAAAGCTGGCTACAGGAAG
5’-AACTGTTACCCGTAGGTAGTCACG
500
Sca1-
MMSET-I
Transgénico
5’-AGCTGCAAGCATGTCAGTGG
5’-TGAGCAGCTCTTCAATCTCC
470
94ºC, 4’ + 35X[95ºC, 10’’ + 58ºC, 30’’ + 72ºC, 
30’’] +72ºC, 10’ + mantenido, 12ºC
Rosa-
MMSET-II
ADNc – MMSET-
II
5’-AGCTGCAAGCATGTCAGTGG
5’-TGAGCAGCTCTTCAATCTCC
470
94ºC, 4’ + 35X[95ºC, 10’’ + 58ºC, 30’’ + 72ºC, 
30’’] +72ºC, 10’ + mantenido, 12ºC
GFP
5’-AGCACGACTTCTTCAAGTCC
5’-TCCATGCCGAGAGTGATCC
460
94ºC, 4’ + 35X[94ºC, 30’’ + 58ºC, 30’’ + 72ºC, 
30’’] +72ºC, 10’ + mantenido, 12ºC
NEOMICINA
5’-GGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCA
5’-CACACCCAGCCGGCCACAGTCG
512
95ºC, 5’ + 35X[95ºC, 30’’ + 66ºC, 30’’ + 72ºC, 
45’’] +72ºC, 5’ + mantenido, 12ºC
Sca1-Cre
o
Sox2-Cre
Cre-recombinasa
5’-CAATTTACTGACCGTACAC
5’-TAATCGCCATCTTCCAGCAG
1000
94ºC, 4’ + 35X[94ºC, 30’ + 58ºC, 30’ + 72ºC, 
1 ’] +72ºC, 10’ + mantenido, 12ºC
Mb1-Cre Cre-recombinasa 
5’-CCCTGTGGATGCCACCTC
5’-GTCCTGGCATCTGTCAGAG
430
94ºC, 4’ + 40X[94ºC, 1’ + 64ºC, 1’ + 72ºC, 2 ’] 
+72ºC, 5’ + mantenido, 12ºC
Tabla MM-6. Protocolos de genotipado por PCR para las diferentes líneas de ratón utilizadas.
Materiales y Métodos
79
2.5. Obtención de suero a partir de sangre periférica
La muestra de sangre obtenida de los animales se lleva inmediatamente a un tubo 
tipo eppendorf de 1.5 ml no heparinizado. Se incuba a 37ºC durante 1 hora, hasta que 
la sangre esté bien coagulada y se lleva a 4ºC durante 12-16 horas para permitir que el 
coágulo se retraiga. El suero puede obtenerse por pipeteo cuidadoso o bien extrayendo el 
coágulo con una pipeta tipo Pasteur. Este suero “sucio” se centrifuga a 2500 rpm durante 
15 min a 4ºC y el sobrenadante resultante se conserva a -80ºC.
2.6. Caracterización y purificación de poblaciones 
hematopoyéticas
2.6.1. Citometría de flujo
Para la citometría analítica se usó un citómetro FACS Canto II High Throughput 
Sampler Option [Becton Dickinson]. 
2.6.1.1. Obtención de las muestras, a partir de animales adultos
Los animales experimentales fueron sacrificados en cámara de CO2 o por dislocación 
cervical e, inmediatamente, los diferentes órganos y tejidos a analizar fueron extraídos. 
Se analizaron a la vez ratones experimentales junto a sus correspondientes controles 
para así hacer a los resultados comparables. 
Para las muestras de sangre se obtuvieron entre 20–100 μl de sangre periférica, 
dependiendo del número de tinciones a realizar, que se llevaron directamente a tubos 
heparinizados [Micro tube, 1.3 ml, Litium-Heparine (SARSTEDT)]. La muestra se lisa 
durante 5’, a temperatura ambiente, con 1 ml de buffer de lisis de eritrocitos, ACK lysis 
buffer [Lonza]. Pasado este tiempo, la muestra se lava llevándola a tubos 6 ml para 
citómetro [BD, Falcon] que contienen unos 5 ml de FACS buffer frío [FACS buffer: Tampón 
Fosfato Salino Na+ (PBS 1X) + 1% de suero bovino fetal, inactivado por calor a 56ºC 
durante 1 hora, FBS-HI (Cambrex)], y se centrifuga 5’, 1500 rpm, a 4ºC. El proceso de 
lavado se repite una vez más.
Los órganos o tejidos extraídos se mantuvieron en todo momento en FACS buffer 
frío, en tubos tipo Falcon 50 ml, en hielo. La disgregación de los órganos se llevó a cabo 
mediante el tamizado de los mismos a través de un filtro de nylon, “cell strainer” de 70 μm 
[BD, Falcon], colocado sobre un tubo receptor de tipo Falcon 50 ml. El tejido se ayuda a 
pasar con el émbolo de una jeringuilla, mientras se lavaba con FACS buffer frío. Se lleva 
a un volumen final de 50 ml. 
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La obtención de la médula ósea se efectuó mediante lavados con FACS buffer 
de las tibias y fémures. Para ello, se seccionó el tejido y dislocaron las articulaciones 
a nivel coxofemoral, rodilla y por el talón, de tal manera que las cabezas de los huesos 
permanecieran intactas. Estas se cortaron, y lavaron con FACS buffer sobre un cell strainer 
de 70 μm, previamente dispuesto sobre un tubo tipo Falcon 50 ml. Posteriormente, se 
inyectó FACS buffer a través de las cañas de los huesos usando una aguja adecuada 
(27G, BD MicrolanceTM 3), para lavar el resto de médula aquí contenida.
Todo el proceso se realiza sobre hielo, y empleando FACS buffer fresco y frío 
(4ºC).
2.6.1.2. Estandarización de las muestras
Una vez obtenidas las suspensiones celulares, se procede a su estandarización 
con objeto de llevar a las muestras a una concentración celular de 40 millones de células 
por mililitro, en FACS buffer. Para ello, se midió la celularidad de cada muestra usando 
un contador celular ScepterTM 40 μm [Millipore], se lavaron 1 vez con FACS buffer frío, y 
se centrifugaron 5’, a 1500 rpm, a 4ºC, para finalmente resuspenderlas en el volumen 
requerido de FACS buffer. De esta suspensión a 40·106  cél/ml se usan 50 μl [200.000 
células] para cada tinción, excepto para algunas poblaciones muy poco abundantes en 
que se usó entre 4 ó 5 veces más cantidad de muestra (por ejemplo, tinción para ver 
células madre hematopoyéticas o Hematopoietic Stem Cells, HSC, o para la tinción de 
progenitores y dobles negativos en timo).
2.6.1.3. Marcaje de las células para citometría
Previamente al marcaje con anticuerpos unidos a fluoróforos, las muestras se 
incubaron, ya en tubos de citómetro [tubos de 6 ml para citometría, BD Falcon], entre 
5 – 10 min con CD16/CD32 Fc-block [BD PharMingen], en dilución 1:100, en hielo. El Fc 
block bloquea los receptores Fc evitando la unión inespecífica de los anticuerpos. Una vez 
bloqueadas las muestras, se les añadió el cóctel de anticuerpos correspondiente, diluidos 
en FACS buffer a concentración 2X respecto a la concentración final adecuada en cada 
caso [ver Tabla MM-7]. Se añade 1 volumen de mix de anticuerpos. La incubación se 
mantiene entre 20 – 30 min, en hielo o a 4ºC, y en oscuridad. Transcurrido este tiempo, 
el exceso de anticuerpo se lava 1 vez con FACS buffer frío, y se centrifuga 5’, 1500 rpm 
a 4ºC.
El sobrenadante residual de decantación que queda en el tubo está en torno a los 
70 μl. Para el caso de tinciones en que se emplee un mayor volumen de muestra inicial, 
estas se llevan a un volumen final equivalente al volumen inicial, con FACS buffer.
En caso de llevar anticuerpo secundario, se procede a la tinción secundaria 
siguiendo la metodología descrita con anterioridad. 
Una vez lavadas las muestras, y resuspendidas en el volumen final correspondiente, 
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cuando la combinación de anticuerpos lo permitía, se añadió Ioduro de Propidio 
(Propidium Iodide, PI), a dilución final 1:500,  desde un stock concentrado a 100 μg/ml, 
para discriminar células viables de células muertas.
2.6.1.4. Citometría de órganos de embriones
La citometría efectuada a partir de órganos de embriones de ratón sólo se diferencia 
de la anteriormente descrita en la extracción de órganos. 
Se consideró como el día de gestación E0.5 al día en que se detectaba tapón 
vaginal en la hembra a primera hora de la mañana. Se sacrificó a la hembra gestante en 
el día indicado y se extrajeron los embriones directamente seccionando los dos cuernos 
uterinos.  Estos se sumergieron en FACS buffer enfriado en hielo para sacrificar a los 
embriones por hipotermia. Una vez sacrificados, se extrajeron individualmente llevándolos 
sobre una placa de cultivos de 9 cm de diámetro [Bibby], conteniendo ésta FACS buffer 
frío.  Se separó la placenta con un juego de pinzas diferente al que se usó en la disección 
del embrión, y el embrión se lo llevó a una placa limpia, con FACS buffer nuevo, evitando 
así contaminar la muestra del embrión con restos celulares de la madre. La extracción de 
timo e hígado fetal se realizó bajo lupa, y una vez extraídos se procesaron al igual que los 
tejidos adultos descritos en los apartados anteriores.
2.6.1.5. Citometría analítica: adquisición de datos y análisis de los mismos
Para la adquisión de estos datos se utilizó un citómetro FACScanto II [Becton 
Dickinson], con lo que el espectro y posibilidades de combinación de fluoróforos y 
anticuerpos es muy amplia; de manera que las tinciones llevadas a cabo a lo largo del 
proyecto dependieron de las necesidades analíticas de cada experimento concreto. De 
manera habitual, los diferentes compartimentos hematopoyéticos estudiados se definieron 
en función de su tamaño y granularidad, y de acuerdo a la expresión de los siguientes 
marcadores [Cobaleda et al., 2007a; Delogu et al., 2006; Schebesta et al., 2007] (Tabla 
MM-8). 
De manera sistemática, la caracterización por citometría de las diferentes poblaciones 
y sub-poblaciones hematopoyéticas se enriqueció con tinciones más complejas con objeto 
de estudiar o cuantificar poblaciones específicas con mayor grado de detalle, o poder 
llevar a cabo estudios de competición celular in vivo. Estas combinaciones de anticuerpos 
se explican en detalle en los correspondientes apartados de Resultados.
Los datos de citometría se exportaron como archivos FCS 3.0, y se analizaron con 
el software FlowJo versión 9.5.2 [TreeStar Inc.].
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2.6.2. Purificación de células por Magnetic-activated Cell Sorting 
(MACS)
La purificación de poblaciones celulares mediante la técnica de MACS usando 
columnas LS se llevó a cabo siguiendo las especificaciones del fabricante. Antes del 
proceso de tinción celular, la muestra se bloqueó con FcBlock CD16/CD32 [Becton 
Dickinson], a una dilución 1:100, durante 10 minutos en hielo. 
La albúmina empleada para preparar MACS buffer es albúmina derivada de suero 
bovino [SIGMA-Aldrich], y el buffer fostato es PBS-Na+ al 1X, preparado por el Servicio 
de Preparación de Medios de Cultivo del CBMSO. La pureza de la población separada 
se confirmó por citometría analítica de flujo. Tanto el instrumental (separador magnético, 
columnas y filtros) como los reactivos (anticuerpos acoplados a bolitas magnéticas) 
empleados para el proceso de MACS son productos de Miltenyi Biotec. Los kits de 
separación empleados a lo largo de la tesis se recogen en la Tabla MM-9.
NOMBRE CLON FLUOROCROMO REFERENCIA* DILUCIÓN DE USO
Streptavidin  FITC 554060 1:1000
Anti-BrdU  FITC 347583 1:50
CD8a 53-6.7 FITC
Inmunostep-M8AF-
05MG
1:1000
CD4 GK1.5 FITC 553729 1:500
CD19 1D3 FITC 553785 1:250
CD23 B3B4 FITC 553138 1:500
CD44 IM7 FITC 553133
1:100 (Dobles negativos en timo)
1.1000 (Progenitores en médula 
ósea/ Activación de Células T)
CD71 C2 (=C2F2) FITC 553266 1:500
B220/CD45R RA3-6B2 FITC 553088 1:500
Gr1/Ly6G RB6-8C5 FITC 553127 1:5000
IgM II/41 FITC 553437 1:500
IgD 11-26c.2a FITC 553439 1:500
Ly5.1 (CD45.1) A20 FTIC 553775 1:500
PNA (Peanut agglutinin) FITC Vector Labs. FL-1071 1:1000
Streptavidin  PE 554061 1:1000
CD3ε 145-2c11 PE 553064 1:250
CD4 GK1.5 PE 557308 1:500
CD5 53-7,3 PE 552023 1:500
CD8a 53-6.7 PE 553033 1:500
CD11c HL3 PE 553802 1:500
CD19 1D3 PE 553786 1:500
CD21 7G6 PE 552957 1:500
CD95/FAS Jo2 PE 554258 1:500
B220/CD45R RA3-6B2 PE 553090 1:500
Gr1/Ly6G RB6-8C5 PE 553128 1:500
Mac1/CD11b M1/70 PE 553311 1:500
Pan-NK cells/CD49b DX5 PE 553858 1:500
TCR-gamma_delta GL3 PE 553178 1:500
Ter119 Ter119 PE 553673 1:300
IgM II/41 PE eBioscience 12-5790 1:500
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NOMBRE CLON FLUOROCROMO REFERENCIA* DILUCIÓN DE USO
Anexina V PE 559763 (kit apoptosis) 1:500
Streptavidin  APC 554067 1:1000
CD8a 53-6.7 APC 553035 1:750
CD25 PC61 APC 557192
1:500 (Activación células B/T), 
1:25.000 (Dobles Negativos en 
Timo)
CD44 IM7 APC 559250
1:500 (Dobles Negativos en Timo), 
1:1000 (Progenitores en médula 
ósea/ Activación células T)
CD117/c-Kit 2B8 APC 553356 1:500
B220/CD45R RA3-6B2 APC 553092 1:5000
IgD 11-26c APC eBioscience 17-5993 1:10.000
IgM II/41 APC 550676 1:500
Mac1/CD11b M1/70 APC 553312 1:500
Ly5.1 (CD45.1) A20 APC 558701 1:500
Ly5.2 (CD45.2) 104 APC 558702 1:500
TcrB H57-597 APC 553174 1:500 
Streptavidin  PerCP-Cy5.5 551419 1:1000
B220/CD45R RAS-6B2 PerCP-Cy5.5 552771 1:500
CD25 PC61 PerCP-Cy5.5 551071
1:500 (Activación células B/T; y 
células T reguladoras)
1:1000 (Dobles Negativos en Timo)
CD117/c-Kit 2B8 APCeFluor780 eBioscience 47-1171 1:500
Sca1/(Ly-6A/E) D7 PE-Cy5 eBioscience 15-5981 1:500
IL7Rα/CD127 A7R34 PE-Cy7 eBioscience 25-1271 1:500
Streptavidin  APC-Cy7 554063 1:1000
B220/CD45R RA3-6B2 Pacific Blue 558108 1:500
CD4
RM4-5 
(L3T4)
Pacific Blue 558107 1:500
c-Kit(CD117) 2B8 Violet V-450 560558 1:250
c-Kit (CD117) 2B8 Brilliant Violet 421 Biolegend 105827 1:500
CD23 B3B4 BIOTIN 553137 1:500
CD138/Syndecan 281-2 BIOTIN 553713 1:500
Flt3/CD135/Flk2/Ly72 A2F10 Biotin eBioscience 13-1351 1:500
IgA C10-1 Biotin 556978 1:500
IgE R35-118 Biotin 553419 1:500
IgG1 A85-1 Biotin 553441 1:500
IgG2a[b] 5.7 Biotin 553504 1:500
IgG2b RMG2b-1 Biotin Biolegend 406704 1:500
IgG3 R40-82 Bitin 553401 1:500
IgM II/41 BIOTIN 553436 1:500
Ly5.2 (CD45.2) 104 BIOTIN 553771 1:500
Anexina V BIOTIN 556418 (kit apoptosis) 1:500
7-AAD 559763 (Kit apoptosis) 5ul/50ul de muestra a 40·106 cél/ml
Ioduro de propidio, PI Sigma P4170 1:500, de stock a 100 ug/ml
CD16/CD32 FcBlock 2.4G2 Purified 553142
*Becton Dickinson, excepto que se especifique otra casa comercial.
Tabla MM 7. Anticuerpos empleados para el marcaje celular y diluciones finales de uso para citometría de 
flujo.
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Población hematopoyéctica Órgano de análisis Marcadores Información adicional
Células madre 
hematopoyéticas, 
Hematopoyetic Stem Cells 
(HSC)
Médula ósea
Bazo
Lin-Sca1hic-Kithi
Linaje o Lin [1]: 
B220, CD19, CD3ε, CD4, 
CD8a, DX5, Gr1, Mac1, 
CD11b, y Ter119
Progenitores linfoides, 
Common Lymphoid 
Progenitors (CLP)
Médula ósea
Bazo
Lin- , Sca1int, c-Kit int, FLT3+, IL7+ Lin [1]
Progenitores Mieloides, 
Common Myeloid 
Progenitors (CMP)
Médula ósea
Bazo
Lin- , Sca1neg, c-Kit hi Lin [1]
Células pro-B Médula ósea B220+cKit+
Células pre-B Médula ósea B220+CD25+IgM–
Células B inmaduras Médula ósea B220intIgM+IgD–
Células B recirculantes Médula ósea B220+IgMhiIgDlow/–
Células NK
Médula ósea
Bazo
DX5+, TcrB-
Células B inmaduras Bazo B220intIgM+IgDmed
Células B  transicionales Bazo B220+IgMhiIgDhi
Células B maduras
Bazo
Nódulos linfáticos
B220+IgMloIgDhi
Linfocitos B, zona marginal Bazo B220+CD21hiCD23lo
Linfocitos B, zona folicular
Bazo
Nódulos linfáticos
B220+CD21intCD23hi
Células B del Centro 
Germinal
Bazo
Nódulos linfáticos
B220+FAShiPNAhi
Adicionalmente pueden 
analizarse para IgG1+ e 
IgG3+
Timocitos dobles negativos Timo Lin-
Lin [2]: 
CD4, CD8a, Mac1, Gr1, 
B220, Ter119
Timocitos dobles negativos 
DN1
Timo CD44+CD25-c-Kit+ Lin-
Lin [2]
Además son CD3ε-
Timocitos dobles negativos 
DN2
Timo CD44+CD25+c-Kit+ Lin-
Lin [2]
Además son CD3ε-
Timocitos dobles negativos 
DN3
Timo CD44-CD25-c-Kit- Lin-
Lin [2]
Timocitos dobles negativos 
DN4
Timo CD44-CD25-c-Kit- Lin-
Lin [2]
Timocitos dobles positivos 
DP
Timo CD4+ CD8+
Además TCRβ+ CD3ε +  
DX5α-
Linfocitos T CD8-SP naive*
Timo [Médula]
Bazo
Nódulos linfáticos
Sangre periférica
CD4- CD8+  PNAlow
Además TCRβ+ CD3ε + 
DX5α-
SP: Single positive, 
positivos sencillos
Linfocitos T CD4-SP
Timo
Bazo
Nódulos linfáticos
Sangre periférica
CD4+ CD8-
Además TCRβ+ CD3ε + 
DX5α-
SP: Single positive, 
positivos sencillos
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Población hematopoyética Órgano de análisis Marcadores Información adicional
Linfocitos T CD4+ CD25+ 
(reguladores)
Timo
Bazo
Nódulos linfáticos
Sangre periférica
CD4+ CD25+ Además Foxp3+.
Linfocitos T CD8-SP de 
centro germinal*
Bazo
Nódulos linfáticos
Sangre periférica
CD4- CD8+  PNAhigh
Células de memoria CD8*
Bazo
Nódulos linfáticos
Sangre periférica
CD4- CD8+  PNAmed
Granulocitos
Médula ósea
Bazo
Gr1hiMachi
Monocitos/ macrófagos
Médula ósea
Bazo
Gr1low/int Mac1hi
Leucocitos y progenitores 
leucocitarios
Médula ósea
Bazo
Timo
Nódulos linfáticos
Sangre periférica
Ly5.1
Ly5.2
Ly5.2/Ly5.2
En ensayos de 
competición tanto in 
vivo como ex vivo, para 
diferenciar las células 
donantes.
* Margarida Amado, et al., J. Biol. Chem. 2004, 279:36689-36697. Doi:10.1074/jbc.M405629200
Tabla MM-8. Definición de las poblaciones hematopoyéticas estudiadas sobre la base de sus marcadores de 
membrana. Definiciones basadas en Cobaleda et al., 2007a; Delogu et al., 2006; Schebesta et al., 2007.
NOMBRE CLON REFERENCIA
B220/CD45R Beads RA3-6B2 Milteny 130-049-501
CD43 (Ly-48) Beads Ly-48 Miltenyi 130-049-801
anti-PE microbeads  Miltenyi 130-048-801
Tabla MM-9. Kits empleados para la purificación de poblaciones hematopoyéticas por MACS.
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2.7. Estudios anatomopatológicos
De forma sistemática, de aquellos animales que presentaron síntomas de 
enfermedad o alteración fisiopatológica durante la necropsia, se aislaron y se fijaron 
porciones de los distintos órganos internos (hígado, bazo, corazón, pulmón, riñón, médula 
ósea, timo e intestino delgado), usando dos posibles métodos de fijación:
2.7.1. Extracción de órganos e inclusión en OCT
Los órganos o tejidos de interés se incluyeron en Optiman Cutting Temperature, OCT, 
[Tissue-Tek], dentro de moldes adecuados al tamaño del tejido, y fueron inmediatamente 
depositados sobre hielo seco o nitrógeno líquido para la congelación ultra-rápida del 
tejido a conservar.
2.7.2. Extracción de órganos e inclusión en parafina
Los órganos o tejidos de interés se embebieron en formaldehído al 4% en 
PBS 1X durante, al menos, 24 horas, a 4ºC en agitación. Tras ello se deshidrataron 
mediante lavados de entre 2 y 4 horas, a 4ºC, en agitación, en soluciones de etanol en 
concentración creciente: 25% Etanol en PBS 1X, 50% Etanol en PBS 1X y 70% Etanol en 
agua bidestilada. A continuación, las muestras se procesaron en el Tissue-tek VIP [Miles 
Scientific], un sistema en el que tras varios pasos, las muestras son embebidas en parafina 
líquida. El objetivo es aumentar la dureza de las muestras y obtener un bloque compacto 
de parafina que las incluya para que puedan cortarse con microtomos convencionales. 
En este sistema las muestras se sumergen durante 30 minutos a 40ºC en los siguientes 
baños: formol al 10% (2 baños), etanol al 70%, etanol al 80%, etanol al 90%, etanol 
absoluto (3 baños) y xileno (2 baños). Una vez deshidratadas y fijadas, las muestras se 
embeben en parafina [Histosec; MERCK] a través de tres baños de 30 minutos a 60ºC y, 
finalmente se colocan sobre unos moldes metálicos con parafina líquida y, tras solidificar, 
los bloques que contienen las muestras titulares están ya listos para ser cortados en el 
microtomo [Leica RM 2135]. Se realizaron cortes de 4 µm de los diferentes tejidos.
2.7.2.1. Desparafinado y tinción
Antes de proceder a la tinción de los cortes, éstos se desparafinaron y rehidrataron 
para que el tejido estuviera accesible y reactivo a los diferentes colorantes. Para el 
desparafinado, los cortes se incubaron a 80ºC durante 20 minutos en una estufa seca con 
el objeto de licuar la parafina, y posteriormente se sumergieron en 3 baños sucesivos de 
xileno (10 min/RT) [MERCK] para disolverla. A continuación, los tejidos fueron rehidratados 
mediante el tratamiento con solventes orgánicos, contrario al tratamiento llevado a cabo 
para la deshidratación de los tejidos: los cortes se lavaron (5 min/RT) en una batería de 
baños de etanol decrecientes (etanol absoluto, al 90%, 80% y 70% respectivamente). 
Finalmente, se lavaron con abundante agua.
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2.7.3. Tinción de hematoxilina-eosina
La tinción con hematoxilina-eosina es, sin duda, la tinción más utilizada ya que 
permite visualizar de manera muy general el estado de los tejidos. Este método consta 
de una fase inicial, en la que se colorean los núcleos celulares con hematoxilina, y una 
segunda fase de contraste citoplasmático y tinción de los componentes extracelulares 
con eosina. El procedimiento técnico se detalla a continuación. Los cortes desparafinados 
y re-hidratados se sumergieron en hematoxilina de Carazzi [MERCK] durante 7 min a 
temperatura ambiente, se lavaron con agua y se pasaron a una solución de etanol al 80% 
más ácido acético al 35% (200/1) durante 3 segundos con el fin de decolorar y limpiar el 
tejido. Tras lavar los cortes con agua abundante, se sumergieron en una solución acuosa 
con carbonato de litio a saturación [MERCK] 3 segundos. El tejido consiguió así un color 
azul intenso. De nuevo, los cortes fueron lavados y, posteriormente, teñidos con eosina 
[MERCK] durante dos minutos. Finalmente, los cortes fueron deshidratados en una batería 
de etanoles crecientes (etanol al 70%, 80%, 90% y absoluto respectivamente) durante 3 
segundos, en una solución xileno/etanol (1:1) 10 segundos y se mantuvieron en un baño 
de xileno al 100% hasta realizar el montaje con cubreobjetos y un medio especial para tal 
efecto [EUKITT, Panreac].
2.7.4. Definición anatomopatológica y fotografiado de las muestras
Las muestras así teñidas fueron analizadas con el asesoramiento de los patólogos 
del Departamento de Anatomía Patológica del Hospital Universitario de Salamanca. El 
diagnóstico patológico se basa en la clasificación de tumores de la Organización Mundial 
de la Salud. Del mismo modo, todas las fotos de las muestras histológicas de los ratones 
en estudio se han realizado con el asesoramiento de este Departamento de Anatomía 
Patológica. Las fotos han sido tomadas con una cámara de color marca Olympus (DP70) 
adaptada a un microcopio Olympus (BX41).
2.8. Análisis sanguíneo por hematimetría (HEMAVET)
El HEMAVET® es un sistema de análisis automático de hematología animal que 
permite obtener información tanto de la línea blanca como de la línea roja sanguínea, así 
como del valor hematocrito. Además, permite comparar los resultados con los obtenidos 
por citometría analítica, y obtener información cuantitativa.
2.8.1. Obtención de las muestras y preparación
Se recogieron unos 20 μl se sangre de ratón, que se llevaron inmediatamente a 
tubos heparinizados [Micro tube 1.3 ml Lithium-heparine, SARSTEDT]. Las muestras se 
mantuvieron en frío (4ºC) hasta su adquisición.
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2.8.2. Adquisición de datos
La adquisión de datos se llevó a cabo en un HEMAVET ® 950 [Drew Scientific]. Los 
parámetros de análisis y valores estándares obtenidos para ratón se recogen en la Tabla 
MM-10.
2.9. Estudios funcionales de células inmunológicas
2.9.1. Ensayo de Cambio de Clase de Inmunoglobulina, ex vivo (“Class 
Switch Recombination”, CSR)
Los ensayos de cambio de clase de inmunoglobulina ex vivo [en inglés Class 
Switch Recombination (CSR)], consisten en la activación ex vivo de esplenocitos B 
naïve, mediante el cultivo de dichas células bajo diferentes estímulos (fundamentalmente 
citoquinas) que inducen el cambio de clase de inmunoglobulina desde IgM a IgG, IgE o 
IgA en una manera que depende del estímulo (Tabla MM-11). 
Esta respuesta depende única y exclusivamente de la capacidad funcional 
SIGLAS 
VALORES 
MEDIOS
DESV. 
ESTÁNDAR
VALOR 
MÍNIMO
VALOR 
MÁXIMO
PARÁMETRO
WBC    6,427407407 3,126365047 3,301042361 9,553772454 Células blancas (miles/mm3)
NE#    0,58 0,4642612 0,1157388 1,0442612 Neutrófilos (miles/mm3)
LY#    5,241481481 2,642090815 2,599390666 7,883572296 Linfocitos (miles/mm3)
MO#    0,562962963 0,342084277 0,220878686 0,90504724 Monocitos (miles/mm3)
EO#    0,033703704 0,032123338 0,001580366 0,065827042 Eosinófilos (miles/mm3)
BA#    0,008518519 0,013785082 -0,005266564 0,022303601 Basófilos (miles/mm3)
NE%    8,751481481 4,939603459 3,811878022 13,69108494 % Neutrófilos
LY%    81,89777778 8,249665417 73,64811236 90,14744319 % Linfocitos
MO%    8,617777778 3,807803055 4,809974723 12,42558083 % Monocitos
EO%    0,580740741 0,584346617 -0,003605876 1,165087358 % Eosinófilos
BA%    0,152222222 0,222249571 -0,070027349 0,374471793 % Basófilos
RBC    9,78037037 0,931559823 8,848810547 10,71193019 Eritrocitos
HB     15,29259259 1,286595366 14,00599723 16,57918796 Hemoglobina
HCT    47,17777778 4,197374026 42,98040375 51,3751518 Hematocrito
MCV    48,32222222 2,480281208 45,84194101 50,80250343 Volumen Corpuscular Medio
MCH    15,66666667 0,742656355 14,92401031 16,40932302 Hemoglobina corpuscular media
MCHC   32,47037037 1,611452955 30,85891742 34,08182333
Concentración de Hemoglobina Corpuscular 
Media
RDW    17,68888889 0,705109557 16,98377933 18,39399845 Distribución del Tamaño de los eritrocitos
PLT    857,1481481 303,3190379 553,8291103 1160,467186 Plaquetas
MPV    4,596296296 0,375685508 4,220610788 4,971981805 Volumen Promedio Plaquetario
PDW    0 0 0 0 Distribución del Volumen plaquetario
Tabla MM-10. Hemometría obtenida en Hemavet (R) 950, Drew Scientific. Parámetros de análisis y valores estándares de salud en ratón. Validado para las cepas C57Bl/6 y F1 C57Bl/6 x CBA. 
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intrínseca a las células B puestas en cultivo e implica activación de la célula B, expansión 
clonal (proliferación) y reordenamientos genéticos programados. Este proceso, que 
ocurre fisiológicamente in vivo en respuesta a estímulos inmunogénicos (principalmente 
infecciones), puede simularse ex vivo de la manera descrita y su procedimiento técnico 
se detalla a continuación. 
Para la purificación de los esplenocitos B se siguieron las especificaciones técnicas 
del fabricante [CD43 (Ly-48) Beads; Milteny REF: 130-049-801, ver Tabla MM-9 y apartado 
MM 2.6.2.]. Una vez obtenida la fracción celular que contiene a las células B, se midió 
su celularidad total [contador celular CellScepter, 40 μm, de Millipore] y se procedió a 
su centrifugación 5 min, a 1500 rpm y 4ºC. El sedimento se resuspendió a 106 células/
ml en medio RPMI [Lonza], y se procedió a su tinción con el marcador de proliferación 
celular CellTraceTM Violet, siguiendo las indicaciones del fabricante [CellTraceTM Violet Cell 
Proliferation Kit, Invitrogen, C34557], excepto para la incubación, que se realizó en medio 
RPMI [Lonza] en lugar de en PBS 1X.
Una vez teñidas, las células se lavaron con 5 volúmenes de Medio de Crecimiento 
de Esplenocitos para ensayos de CSR (Medio RPMI, 500 ml [Lonza] + L-Glutamina 10 
mM [Lonza] + Penicilina/Estreptomicina a 100 U/ml + aminoácidos no esenciales 1X 
+ Hepes 10 mM [Lonza] + 50 ml de suero bovino fetal inactivado por calor [SIGMA] + 
250 μl B-Mercaptoetanol [SIGMA]) precalentado a 37ºC. Las células se recuperaron 
por centrifugación 5’, 4ºC a 1500 rpm. El botón celular se resuspendió en Medio de 
Crecimiento de Esplenocitos para tener una concentración celular final de 3.2·106 células. 
Se sembraron 70 μl de esta suspensión celular por pocillo, en placas de 96.
Para llevar a cabo la estimulación, se prepararon las combinaciones de citoquinas 
o estímulos según se indica en la Tabla MM-11. Las citoquinas y estímulos se prepararon 
en Medio de Crecimiento de Esplenocitos a una concentración 2X con respecto a la 
concentración final requerida. 70 μl del mix de preparado se añadieron a los 70 μl de 
la suspensión celular previamente añadidos, por pocillo. Se dejaron pocillos sólo con 
células para cada una de las muestras experimentales, sin estimular, como control de la 
intensidad de tinción del marcador de proliferación en ausencia de la misma (definiendo 
así la Generación 0). A estos pocillos “sin estimular” se les equiparó el volumen con 
respecto a los “estimulados” añadiendo 70 μl de Medio de Crecimiento de Esplenocitos.
El cultivo se dejó creciendo durante 72 horas, a 37ºC, 5% CO2, 5% O2 y en 
atmósfera húmeda. La formación de colonias se intuye a las 24 horas, y es visible a las 
48 horas. Se trata de células no adherentes.
2.9.1.1. CSR en condiciones de co-cultivo
En ocasiones se recurrió a la técnica de co-cultivo. Para ello, se procedió a la mezcla 
de volúmenes iguales (relación 1:1) de los genotipos a co-cultivar, a partir de células 
recién eluidas de la columna, centrifugadas y llevadas a una concentración 106 en medio 
RPMI, justo en el paso previo de la tinción con el marcador de proliferación CellTrace. 
El teñir ambos “competidores” simultáneamente asegura una misma adquisición de 
marcador de proliferación y, por tanto, permite la correcta discriminación de los picos para 
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cada generación celular. Las células experimentales (WT, Whsc1+/-, Whsc1-/- procedentes 
de animales reconstituidos; Rosa-Delta-WHSC1-II ó Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/-) se 
discriminaron de las WT usadas como control por diferencia en el marcador Ly5.1 (ver 
Tabla MM-1). Mientras en todos los casos las células experimentales presentaban el 
marcador de superficie Ly5.2, las WT control eran Ly5.1+. 
2.9.1.2. Procesado de las muestras para su análisis por citometría analítica de flujo
Superado el tiempo de cultivo de interés (24, 48 o 72 horas), se procedió a 
recoger las suspensiones celulares. Las células se recogieron de sus respectivos 
pocillos por pipeteo, apurando al máximo la recogida de todo el volumen posible. Se 
llevaron directamente sobre tubos de citómetro (6 ml, FALCON), y se lavaron con 5 ml 
de FACS buffer frío [DPBS1X + 20 ml Suero Bovino Fetal inactivado por calor] seguido 
de centrifugación durante 5’, a 4ºC y 1500 rpm. El botón celular se resuspendió en el 
volumen residual de centrifugación y se procedió al bloqueo de las posibles regiones 
Estímulo Casa comercial/ Referencia
Condiciones de cultivo 
(concentración final)
Induce cambio de clase de 
inmunoglobulina a:
LPS
LPS: procedente de E.coli 0111:B4, SIGMA, 
L2630-25MG
25 μg/ml
IgG3
IgG2b
LPS + IL4
LPS: procedente de E.coli 0111:B4, SIGMA, 
L2630-25MG.
IL4: Recombinant Murine IL4, PeproTech, 
#061049
LPS: 25 μg/ml
IL4: 20 ng/ml
IgG1
IgE
LPS + TGFβ
LPS: procedente de E.coli 0111:B4, SIGMA, 
L2630-25MG.
TGFβ: Recombinant Human TGF-Beta1, R&D 
systems, 240-B
LPS: 25 μg/ml
TGFβ: 2 ng/ml
IgG3
IgA
LPS + IFN-γ
LPS: procedente de E.coli 0111:B4, SIGMA, 
L2630-25MG.
IFN-γ: Recombinant Murine IFN-γ, PeproTech, 
#315-05
LPS: 25 μg/ml
IFN-γ: 50 ng/ml
IgG2a
IL4 + aCD40
IL4: Recombinant Murine IL4, PeproTech, 
#061049
aCD40: eBioscience, 16-0402
IL4: 20 ng/ml
aCD40: 1 μg/ml
IgG1
IgE
aCD40 + IgM
aCD40: eBioscience, 16-0402
IgM: AffiniPure F(ab’)2 Fragment, Jackson 
ImmunoResearch, 115-006-020
aCD40: 1 μg/ml
IgM: 10 μg/ml
IgG1 + IgG3
El LPS, IgM y diferentes citoquinas empleadas se procesaron hasta su uso siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Tabla MM-11. Combinaciones de estímulos empleados para la inducción de cambio de clase de inmunoglo-
bulina ex vivo. Se indican además las condiciones de cultivo y el cambio de clase que se induce.
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Fc de las muestras añadiendo Fc Block 16/32 en dilución 1:100 (Tabla MM-7); se dejó 
actuando 5 min, en hielo. A partir de este punto se procede a la tinción con anticuerpos 
como se describió en el apartado 2.6.1.
2.9.1.3. Procesado de las muestras para la extracción de ARN, ADN y sobrenadante
Pasado el tiempo de cultivo (24, 48 o 72 horas), se procedió a recoger las 
suspensiones celulares. Se llevaron sobre tubos tipo Eppendorf de 1.5 ml y se 
centrifugaron durante 5’ a 4ºC a 1500 rpm. El sobrenadante se retiró y llevó a un nuevo 
tubo, y el sedimento se guardó aparte. Si el sedimento se requierió para la obtención de 
ARN, este se resuspendió en 500 μl de Trizol [Invitrogen]; si fué para ADN, se guardó 
seco. En todos los casos, las muestras obtenidas se congelaron en nitrógeno líquido y se 
mantuvieron a -80ºC hasta su uso.
2.9.1.4. Procesado de las muestras para el conteo de la celularidad absoluta, mediante 
bolitas de contaje
Pasadas 72 horas de cultivo, las células se recogieron de sus respectivos pocillos por 
pipeteo, apurando al máximo la recogida de todo el volumen posible (volumen esperado: 
140 ul). Se llevaron directamente a tubos de citometría (6 ml, FALCON). Se añadieron 
20 μl de bolitas, previamente vortexeadas como indica el protocolo del fabricante 
[CountBrightTM Absolute Counting Beads for flow citometry, Molecular Probes, MP 36950]. 
Se añadió 1 μl de ioduro de propidio (a partir de solución de STOCK, concentrada a 100 
ug/ml) por muestra, para evaluar la viabilidad celular. Cada muestra se llevó a un volumen 
final de 200 ul, por adicción de 110 μl de FACS buffer [DPBS1X + 20 ml Suero Bovino 
Fetal inactivado por calor]. Se procedió a la adquisición de las muestras por citometría de 
flujo. Se detuvo la adquisición de la muestra cuando se habían leído 10.000 bolitas.
2.9.2. Inducción de respuesta inmune in vivo, dependiente de linfocitos 
T, por inyección de eritrocitos de cordero 
Una estrategia que permite la inducción y seguimiento de una respuesta inmune, 
dependiente de linfocitos T, in vivo, en ratón, consiste en la inyección vía intraperitoneal 
de eritrocitos de cordero (“Sheep Red Blood Cells”, SRBC). Los eritrocitos funcionan 
como partículas antigénicas, haciendo posible estudiar la función inmune a lo largo de su 
desarrollo, así como la formación de los Centros Germinales (CG), que son las estructuras 
anatómicas en las que se lleva a cabo la presentación antigénica por parte de las células 
presentadoras de antígeno a las células B, en lo que se denomina Reacción de Centro 
Germinal (RCG).
2.9.2.1. Preparación de los eritrocitos de cordero para su inyección en ratón
Se tomó una alícuota de SRBCs [aprox. 5 ml] que se lavaron en tubos tipo Falcon 
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de 50 ml con 1X PBS-Na+, tantas veces como fue necesario, hasta conseguir un 
sobrenadante transparente, libre de lisis eritroide. Cada lavado consistió en resuspender 
el pellet (los eritrocitos) en 50 ml de PBS 1X frío y estéril, y centrifugarlo a 2500 rpm, 10’, 
a 4ºC, retirando después el sobrenadante con trompa de vacío. Este procedimiento se 
repitió un mínimo de tres veces. Una vez lavados los eritrocitos, se midió la celularidad 
eritroide, llevándose la muestra a una concentración final de 2·109 células/ml. Para su 
recuento se utilizó un contador automático de células, ScepterTM, 40 μm [Millipore]. Se 
inyectaron intraperitonealmente 200 μl de eritrocitos así preparados, tanto en ratones 
control como experimentales.
2.9.2.2. Estudio de la Reacción de Centro Germinal (RCG)
Se estudió la RCG en el bazo y los nódulos linfáticos (tomándose separádamente 
nódulos linfáticos inguinales y axilares), tanto a los 7 días (formación del centro germinal) 
como a los 14 días (mantenimiento del centro germinal), tras la inyección. Tras el 
periodo temporal correspondiente, los animales inmunizados fueron sacrificados, junto 
con animales control no inmunizados. Se obtuvieron y almacenaron muestras de suero 
sanguíneo (ver protocolo de obtención en el subapartado 2.5.) a partir de animales 
no inmunizados y a los 7 y a los 14 días tras la inmunización. Se guardaron también 
biopsias de órganos, tanto en OCT como fijadas en Formaldehído/EtOH, para futuros 
análisis anatomopatológicos [ver Materiales y Métodos, 2.7.]. A partir de los órganos 
hematopoyéticos habituales, incluyéndose una muestra de sangre periférica, se procedió 
a su procesado para ser analizados por citometría de flujo, siguiendo el protocolo 
previamente descrito. 
2.9.3. Análisis molecular de reordenamientos V(D)J en linfocitos B
El estudio de los reordenamientos V(D)J a partir de linfocitos B, se llevó a 
cabo mediante PCR según se describe en Cobaleda et al., 2007. La aproximación 
metodológica se ejemplifica en la Fig. MM-6 y consiste en la amplificación por PCR de 
los reordenamientos para cada una familia de inmunoglobulinas codificantes para la 
región variable de las cadenas pesadas (para este trabajo, J558, 7183, G3.8, 3609 o 
Q52), con cada una de las posibles regiones de Joining (Jh1, Jh2, Jh3 o Jh4), mediante 
el uso de diferentes oligonucleótidos, específicos para cada una de las familias referidas. 
En ausencia de reordenamiento no se obtienen productos de PCR. Una vez ocurrido el 
reordenamiento, estos oligonucleótidos amplificarían desde la región más distal de cada 
familia, en dirección sense, hacia a las regiones de Joining, siendo el oligonucleótido 
antisense, un oligonucleótido común a todas las reacciones, diseñado para amplificar 
desde la región más distal de Jh4, en sentido contrario. Para la amplificación de los 
reordenamientos de las cadenas ligeras se procedió de la misma manera. Como control 
cuantitativo y cualitativo del ADN en la muestra, así como para estandarizar las muestras 
a comparar, se emplea la amplificación de la cadena Cμ. 
Los oligonucleótidos empleados para las amplificaciones, así como las condiciones 
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de PCR, se recogen en la Tabla MM-12. Para las reacciones de PCR se utilizó el kit 
rTAQ [TaKaRa Taq, R001A], empleándose los oligonucleótidos a una concentración 
final de oligonucleótidos de 0.004 μg/μl, en 50 μl de solución final. El análisis de los 
reordenamientos consiste en la comparación de los perfiles de bandas, resueltas en gel 
de agarosa, obtenidos para los diferentes genotipos frente a un genotipo WT. El ADN 
utilizado para llevar a cabo este tipo de ensayos procede de extracciones por el método 
Fenol-Cloroformo ya descrito.
2.9.3.1. Análisis molecular semicuantitativo de reordenamientos V(D)J en linfocitos B
La concentración de ADN genómico de las diferentes muestras a valorar, se 
estandariza a una misma concentración a partir del resultado de amplificación por PCR 
del reordenamiento germinal estándar Cμ en gel de agarosa. A partir de las muestras 
estandarizadas, se procede a la amplificación por PCR de cada una de las familias de 
interés a partir de diluciones seriadas (sin diluir; con una dilución 1:5 y con una dilución 
1:10) de la muestra original estandarizada. Las diluciones se llevan a cabo con agua 
bidestilada estéril. La intensidad relativa de las bandas en un gel de agarosa se utiliza 
como medida relativa de la eficiencia de los reordenamientos analizados en las muestras 
correspondientes.
Figura MM-6. Esquema de los resultados esperados del análisis de reordenamientos V(D)J por PCR.Esquema de los resultados esperados del análisis de reordenamientos V(D)J para cada una de las regio-
nes variables codificantes para las cadenas pesadas (familia J558, J606, 3609, Gam3.8, 3660, S107, 7183 y Q52) con cada una de las 4 posibles regiones de Joining. La región de Joining 4, no se representa en este 
esquema. Las puntas de flecha simbolizan los oligonucleótidos y el sentido de lectura. Si el locus está sin reordenar, no se generan productos de PCR; si el locus ha reordenado se obtendrán, para cada familia, cuatro bandas correspondientes a los cuatro posibles reordenamientos con cada una de las 4 regiones de joining. 
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2.9.4. Cuantificación de la producción de anticuerpos mediante ELISA
La cuantificación se llevó a cabo mediante el kit SBA ClonotypingTM System/HRP 
[5300-05; SouthernBiotech], siguiéndose las recomendaciones del fabricante. Como 
ABTS se empleó el reactivo comercial “ABTS Single Solution/Ready-to-use” [00-2024, 
Invitrogen].Se cuantificó la cantidad de anticuerpos tipo IgG3 e IgG1 producidos por las 
células B, ex vivo e in vivo. 
Para la parte ex vivo, se cuantificó la Ig presente en los sobrenandantes obtenidos 
a partir de ensayos de CSR, pasadas 72 horas de cultivo, partir de muestras estimuladas 
con LPS, para IgG3, o con LPS+IL4 o IL4+aCD40, para IgG1. Como control negativo 
(nivel de producción basal de las inmunoglobulinas), se cuantificó la inmunoglobulina 
presente en el sobrenadante de una muestra sin estimular. La concentración se obtuvo a 
partir de las medidas de absorbancias obtenidas para diluciones 1:1, 1:3 y 1:9, realizadas 
por duplicado,  para cada muestra y dilución, calculadas con respecto a la recta patrón. 
Para la parte in vivo, se partió de sueros obtenidos de ratones a los 7 ó 14 días 
tras haber sido inmunizados con eritrocitos de cordero, en los que se determinó la 
concentración de IgG1. En este caso, como control de producción de inmunoglobulina 
basal, se midió la concentración de IgG1 en suero procedente de ratones sin inmunizar. 
La concentración se determinó a partir de las medidas de absorbancias para diluciones 
seriadas de las muestras, partiendo de una dilución 1:100 de la muestra original y, a partir 
Familia de 
Inmunoglobulina/ 
reordenamiento
Secuencia 5’-3’
Combinación de 
oligonucleótidos
Programa de PCR
Cadenas 
Pesadas
J558 CGAGCTCTCCARCACAGCCTWCATGCARCTCARC J558 + Jh4
95ºC, 4’ + [95ºC, 1’ + 65ºC*, 1’ 
+ 72ºC, 1’ 45’’]x 35 + 72ºC, 10’
*62ºC para J558.
7183 CGGTACCAGAASAMCCTGTWCCTGCAAATGASC 7183 + Jh4
Q52 CGGTACCAGACTGARCATCASCAAGGACAAYTCC Q52 + Jh4
Gamma3.8 
(G3.8)
CAAGGGACGGTTTGCCTTCTCTTTGGAA G3.8 + Jh4
3609 KCYYTGAAGAGCCRRCTCACAATCTCC 3609 + Jh4
Jh4 TCTCAGCCGGCTCCCTCAGGG
Cadenas 
Ligeras
Kappa (κ)
Vk: 
GGCTGCAGSTTCAGTGGCAGTGGRTCWGGRAC
Jkappa5: 
ATGCGACGTCAACTGATAATGAGCCCTCTCC
Vκ + Jkappa5
95ºC, 4’ +[95ºC, 1’ + 62ºC, 1’ + 
72ºC, 1’45’’]x31 + 72ºC, 10’
Lambda (λ)
Vλ1: GCCATTTCCCCAGGCTGTTGTGACTCAGG
Jlambda1_3: 
ACTCACCTAGGACAGTCAGCTTGGTTCC
Vλ1 + 
Jlambda1_3
95ºC, 4’ +[94ºC, 30’’ + 60ºC, 1’ 
+ 72ºC, 1’45’’]x35 + 72ºC, 10’
Cadena 
Cμ (control 
estándar 
cuantitativo)
Cμ
Cmμ Forward: 
TGGCCATGGGCTGCCTAGCCCGGGACTT
Cmμ Reverse: 
GCCTGACTGAGCTCACACAAGGAGGA
Cμ5’ + Cμ3’
95ºC, 4’ +[94ºC, 30’’ + 60ºC, 1’ 
+ 72ºC, 1’45’’]x35 + 72ºC, 10’
K: G o T;      M: A o C;     S: C o G;     R: A o G;     W: A o T;      Y: C o T
Tabla MM-12. Oligonucleótidos y programa de PCR para el análisis molecular de los reordenamientos V(D)
J para las cadenas pesadas y ligeras.
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de esta, haciendo un total de 8 diluciones seriadas 1:3, hasta 1:218700. Para cada dilución 
se hizo un duplicado. Se compararon las medidas con respecto a una recta patrón. Se 
incorporó una recta patrón, por duplicado, en cada placa de ELISA. Para la realización de 
la recta patrón, se llevaron a cabo 8 diluciones seriadas 1:3, a partir de una concentración 
inicial de Ig pura de 4 μg/ml. Para la realización de la recta patrón para IgG1 se utilizó la 
IgG1 pura Mouse IgG1 Isotype Control [Clon 15H6; SouthernBiotech] y para la de IgG3, 
Mouse IgG3 Isotype Control [clon B10; SouthernBiotech].
2.10. Trasplante de progenitores hematopoyéticos
Su objetivo es la reconstitución de un sistema hematopoyético adulto, a partir 
de células donantes, en un receptor del que se ha eliminado previamente su sistema 
hematopoyético endógeno sometiéndolo a una dosis letal de radiación gamma. 
2.10.1. Protocolo de irradiación de los animales receptores
La dosis letal de radiación depende del fondo genético del receptor. En esta tesis se 
han utilizado dos fondos genéticos como receptores: animales WT, mantenidos en fondo 
C57Bl/6, pudiendo ser homocigotos para el alelo Ly5.1, Ly5.2 o heterocigotos Ly5.1/Ly5.2; 
y animales RAG1-/-. En el primer caso, la dosis de radiación letal se estableció en 11 Gy, 
de manera que se sometió a los animales a dos dosis de radiación consecutivas de 5.5 
Gy cada una, espaciadas 3 horas; y, para el genotipo RAG1-/-, se estableció la dosis letal 
en 9 Gy, dándose dos dosis parciales de 4.5 Gy espaciadas 3 horas. Se esperó entre 3 y 
4 horas tras la última dosis de radiación para proceder a la realización del trasplante de 
las células donantes.
Como fuente de radiación se empleó una fuente de Cesio-137. Todo el procedimiento 
se llevó a cabo de acuerdo a la normativa establecida por el CBMSO para el manejo de 
animales de experimentación, y siguiendo la legislación de Seguridad Biológica.
2.10.2. Procedimiento de trasplante y seguimiento
La inoculación de las células donantes se realizó fundamentalmente por inyección 
en la vena caudal y, para algunos experimentos, por inyección retroorbital. Se utilizó, en 
ambos casos, una jeringuilla tipo insulina y aguja de tamaño 25G. Cuando las inyecciones 
se realizaron a través de la vena caudal se requirió además del uso de un cepo adecuado 
al tamaño del ratón, así como de una lámpara de infrarrojos para dar calor y dilatar la 
vena.
Se inyectaron, por receptor, 4·106 células donantes, suspendidas en 150 μl de DPBS 
1X frío de hielo y estéril. Durante, al menos, las 4 primeras semanas tras el trasplante se 
mantuvo a los animales bajo tratamiento antibiótico con neomicina [Neomycin trisulfate 
salt hydrate, N6386-100G, SIGMA], añadiendo el antibiótico al agua de bebida para 
dejarlo a una concentración final de 1 mg/ml de agua. Durante las dos primeras semanas 
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tras el trasplante, todos los días se revisó el estado de salud de los animales. Pasadas 
4 semanas tras el trasplante, todos los receptores fueron sangrados para monitorizar la 
eficiencia del trasplante, así como el estado de repoblación del sistema hematopoyético 
donante mediante un estudio por citometría de flujo de los linajes B, linfoide T y mieloide.
2.10.3. Fuente de las células progenitoras hematopoyéticas donantes
Dependiendo de la fuente de células progenitoras hematopoyéticas empleadas, se 
definen 2 tipos de trasplante. En ambos casos, se requiere trabajar en condiciones de 
asepsia. 
2.10.3.1. Trasplante de Médula Ósea (“Bone Marrow Transplantation”, BMT)
La fuente celular donante es médula ósea total, sin fraccionar. Para obtener las 
células, se extraen los fémures y tibias de los animales donantes, se limpian los restos 
musculares de los huesos con un papel o ayudados con pinzas dentadas, se cortan las 
cabezas óseas y se lavan las cañas haciendo pasar a través de ellas DPBS 1X frío y 
estéril. Las células se recogen sobre un tubo tipo FALCON de 50 ml, haciéndolas pasar 
a través de un filtro tipo cell strainer 70 μm [FALCON]. Estas células se lavan 1 vez con 
50 ml de DPBS 1X frío y estéril, se centrifugan a 1500 rpm, 4ºC durante 5 minutos y se 
resuspenden de nuevo con DPBS 1X frío y estéril hasta un volumen de 40 ml. Se mide 
su celularidad [Cell counter, Secepter, 40 μm, Millipore] y se vuelven a centrifugar para, 
finalmente, resuspenderlas a una concentración final de 4·106 células/150 μl DPBS 1X, 
frío y estéril.
Los receptores reconstituidos a partir de estas médulas óseas reciben el nombre de 
“recipientes primarios”; de la misma manera, a este trasplante se lo denomina “trasplante 
primario”.
2.10.3.2. Trasplante de progenitores hematopoyéticos procedentes de hígado fetal (“Fetal 
Liver Transplantation”, FLT)
La fuente celular donante es hígado fetal total, sin fraccionar, obtenido a partir de 
fetos en día 17-19 de desarrollo embrionario o de animales recién nacidos a día P0. Para 
proceder a la obtención del tejido, se sacrificaron hembras preñadas y se extrajeron los 
cuernos uterinos conteniendo a los fetos. Estos cuernos se introdujeron en DPBS 1X frío 
y estéril, y se llevó sobre hielo para inducir la muerte de los fetos por hipotermia. Pasado 
un mínimo de 10 minutos en condiciones de baja temperatura, se procedió a la extracción, 
uno a uno, de cada feto. Cada feto fue lavado con DPBS 1X estéril y frío sobre una placa 
de cultivos y vuelto a lavar sobre una placa nueva. En una tercera placa se le seccionó 
la cabeza y se procedió a la extracción del hígado fetal, el cual se guardó en un tubo tipo 
eppendorf de 1.5 ml, embebido en 1 ml de medio RPMI [Lonza], en hielo y en la cámara 
fría, hasta su uso. De cada embrión se tomó una biopsia de cola para su genotipado. El 
material empleado para la disección de los fetos se lavó con agua destilada y desinfectó 
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con etanol 70% entre cada embrión. 
Una vez identificados los fetos donantes en función de su genotipo (ver protocolos 
de genotipado por PCR en Tabla MM-6), se procesaron sus hígados correspondientes 
para obtener la suspensión celular a trasplantar. Cada hígado se hizo pasar a través de 
un filtro tipo cell strainer 70 μm [FALCON] y se recogió sobre un tubo tipo FALCON de 50 
ml para llevar a cabo un primer lavado. A partir de este punto, el protocolo a seguir es el 
mismo que para el trasplante a partir de médula ósea.
2.10.4. Reconstitución de un sistema hematopoyético en condiciones 
competitivas
Cuando se quiere estudiar si una determinada modificación genética conduce a una 
ventaja (o desventaja) frente a un contexto genético WT, dentro del ámbito de sistema 
hematopoyético, in vivo, una técnica de elección consiste en llevar a cabo ensayos de 
reconstitución de médula ósea en condiciones competitivas. Para ello, lo que se inyecta 
como células donantes es una mezcla conocida de células “problema”, cuya capacidad 
competitiva o disfunción se quiere evaluar, respecto a células WT. Para ello, una vez se 
han obtenido las muestras competidoras y se hallan resuspendidas a la concentración de 
inyección (4·106 células/150 μl en DPBS 1X frío y estéril), se procede a la mezcla de las 
mismas en el ratio elegido.
Para la realización de este proyecto se han utilizado como células “problema” células 
procedentes de animales mantenidos en fondo C57Bl/6 Whsc1+/-, Whsc1-/- o Rosa-Delta-
WHSC1-II (estas últimas, GFP+), y todas ellas positivas para el marcador de membrana 
Ly5.2+. Como células competidoras control, se han utilizado células procedentes de 
animales WT, mantenidos también en fondo C57Bl/6, y Ly5.1+ o heterocigotos Ly5.1+/
Ly5.2+.
2.11. Ensayos con fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs)
 2.11.1. Obtención de fibroblastos embrionarios de ratón
Para la obtención de MEFs se comenzó con la puesta en cruce de las hembras 
y machos de interés, en función de su genotipo. Las hembras preñadas se sacrificaron 
entre los días 14.5 y 16 de gestación. Bajo condiciones de asepsia, se procedió a la 
extracción de los cuernos uterinos que contenían los embriones. Estos se sacrifican por 
hipotermia mediante la disposición de los cuernos uterinos en un tubo tipo FALCON de 
50 ml, inmerso en hielo, conteniendo DPBS 1X estéril y frío. El resto del procesado para 
la obtención de los MEFs se realiza en cabina de flujo laminar y en un cuarto habilitado 
para llevar a cabo ensayos de cultivo celular. Embrión a embrión, se fueron extrayendo a 
partir de los cuernos uterinos con cuidado de no romper su bolsa amniótica. En cabina, 
cada embrión se lavó dos veces haciéndolo pasar cada vez por una placa de cultivo que 
contenía DPBS 1X estéril, frío, nuevo. Sobre una tercera placa, se descartaron la cabeza 
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y órganos internos del embrión. Se lavó el resto del cuerpo embrionario con DPBS 1X 
frío, estéril y limpio, y se pasó el tejido a una nueva placa en que se añaden 3 ml tripsina-
EDTA (0.25% Tripsina, 1 mM EDTA, preparada por el Servicio de Medios de Cultivo del 
CBMSO) precalentada a 37ºC. Sobre esta solución, y con la ayuda de pinzas dentadas, 
se desmenuza el cuerpo embrionario. Una vez reducido el tejido a partes mínimas 
(milímetricas), se deja incubando en la solución de tripsina-EDTA durante 20 minutos, a 
37ºC, agitando la muestra cada 5 min. El material empleado para la disección embrionaria 
se lavó con agua destilada y desinfectó con etanol 70% entre cada embrión.
Pasado el tiempo de incubación, los residuos tisulares fueron reducidos por 
pipeteo, y recogidos sobre un tubo tipo FALCON de 50 ml tras ser pasados a través 
de un filtro tipo cell strainer 70 μm [FALCON]. Se lavaron los restos llenando el tubo 
hasta el volumen máximo con Medio de Cultivo para MEFs (DMEM + 10% Suero bovino 
fetal inactivado por calor [Lonza] + L-Glutamina 10mM + aminoácidos no esenciales 1X 
+ Penicilina y Estreptomicina a 100 U/ml), y centrifugándolos 5 min, a 1500 rpm y 4ºC. 
El sedimento celular se resuspendió en medio de cultivo para MEFs y se sembró en 
una placa de cultivo de 150 mm [FALCON] conteniendo ésta 25 ml de medio de cultivo 
para MEFs atemperado a 37ºC. Se guarda una mínima alícuota celular para proceder al 
genotipado de los embriones procesados (ver Protocolo de obtención de ADN genómico 
y condiciones de genotipado). Pasadas unas 6 horas desde el momento de la siembra, 
ya se observan células con aspecto de fibroblastos pegadas a la placa. Se retira el medio 
por pipeteo, y se añade medio fresco. Se dejan incubando hasta alcanzar confluencia. 
A este se le considera el Pase 1 (P1). a los MEFs obtenidos de cada embrión particular 
se lo denomina “clon”; de manera que cada “clon” celular procede de un único embrión. 
Al conjunto de clones procedentes de una misma hembra gestante se lo denomina “lote”.
 2.11.2. Tripsinización y expansión de MEFs
Una vez que las células alcanzan una confluencia del 80%, se procede a la expansión 
de las mismas en nuevas placas, o bien a su congelación o ensayo experimental. Para 
llevar a cabo un pase celular, se siguen los siguientes pasos: se retira el medio con 
trompa de vacío, se lavan las células (que estarán adheridas al fondo de la placa) con 
DPBS 1X atemperado a 37ºC y se añade un volumen de tripsina-EDTA (0.25% Tripsina, 1 
mM EDTA) suficiente como para cubrir la superficie de la placa y las células. Las células 
se incuban a 37ºC durante 2-3 minutos con la solución de tripsina y, pasado este tiempo, 
se las observa. Si ya se han despegado, se añade sobre la placa un volumen de medio 
de cultivo mínimo igual al de tripsina añadido y, por pipeteo, se recogen las células 
para proceder a su lavado por centrifugación 5 min, 4ºC a 1500 rpm. El botón celular se 
resuspende en el volumen de medio de cultivo requerido para el objetivo a realizar. Si el 
objetivo era expandir las células, este botón celular se resuspende y se siembra en las 
nuevas placas.
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2.11.3. Congelación de las células
A partir de células tripsinizadas sin lavar, se procede a su contaje [Cell counter, 
Scepter, puntas de 60 um, Millipore] y lavado. El botón celular se resuspende en un 
volumen de medio, o suero bovino fetal inactivado por calor, suficiente para contener en 
500 μl 3·106 células. Se prepara una solución de DMSO al 20% en medio, o suero. En 
un tubo de congelación de 2 ml, se añaden 500 μl de la suspensión celular + 500 μl de 
la solución de DMSO (10% concentración final de DMSO), se invierte y se deja en hielo 
entre 5-10 min. Pasado este tiempo, el criovial con las células se guarda a -20ºC durante 
1 hora, y posteriormente a -80ºC O/N. Desde -80ºC se llevan a nitrógeno líquido para su 
almacenaje final.
 2.11.4. Descongelación de las células
A partir de un criovial mantenido en nitrógeno líquido se procede a su descongelación 
rápida sobre un baño de agua precalentada a 37ºC. Mientras se produce la descongelación 
se mantiene el vial en agitación. Inmediatamente se hayan descongelado las células, 
estas se pipetean cuidadosamente y se llevan sobre 14 ml de medio de cultivo, 
precalentado a 37ºC, en un tubo tipo FALCON de 15 ml. Se centrifugan 5 min, a 1500 
rpm y 4ºC y el sedimento celular se resuspende cuidadosamente en medio de cultivo, 
para posteriormente sembrarlo en la placa de cultivo.
2.11.5. Ensayo de formación de colonias y curva de supervivencia
A partir de clones en P2, se sembraron 1000 MEFs por placa de 90 mm, por 
duplicado. Se sembraron un total de 10 placas por clon, a las cuales se sometió a 
diferentes dosis de radiación gamma a partir de una fuente de Cesio-137: 0, 2, 4, 6 y 8 
Gy. Se las dejó creciendo durante 15 días hasta observarse colonias celulares visibles, 
crecidas a partir de una única célula. Durante este tiempo se les cambió el medio cada 5 
días. 
2.11.5.1. Fijación de las células y tinción con cristal violeta
Pasados los 15 días, se procedió a la fijación de las células a la placa y su tinción 
con cristal violeta para hacerlas visibles a la lupa y contables. Para el proceso de fijación, 
se aspiró el medio de cada placa, se las lavó con DPBS 1X y, una vez aspirado el DPBS 
1X, se añadieron 3 ml de formaldehído al 2% en DPBS 1X por placa. Se dejó incubando 
5 min a temperatura ambiente y se aspiró la solución de formaldehído. Para la tinción con 
cristal violeta, una vez retirada la solución de formaldehído, se añadieron otros 3 ml de 
Formaldehído al 2% en DPBS 1X conteniendo un 2% de cristal violeta. Se dejó incubando 
y tiñendo durante 5 min a temperatura ambiente. Las placas con las células fijadas se 
lavaron al grifo hasta que dejó de efluir colorante desde las colonias. Se dejaron secar las 
placas al aire y se procedió al conteo del número de colonias.
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2.11.5.2. Conteo del número de colonias frente al número total de células viables
Se contaron tanto el número de colonias como el número de células viables que no 
habían formado colonia. Se consideraron como colonias aquellas expansiones de más de 
3 células para 0, 2 y 4 Gy de radiación; y aquellas mayores o iguales a 2 células, cuando 
estas habían sido sometidas a 6 u 8 Gy. De esta manera, se calculó el número total de 
células viables que se habían pegado a la placa a partir de las inicialmente sembradas, 
para las diferentes dosis de radiación, lo cual nos da el porcentaje de viabilidad y 
supervivencia; y el porcentaje de células formadoras de colonias bajo las distintas dosis, 
valor que indica la capacidad de respuesta a daño y recuperación de la viabilidad celular. 
El resultado final para cada parámetro se obtuvo de la media de los duplicados.
 2.11.6. Curvas de crecimiento
106 MEFs procedentes de P1 a partir de distintos clones, se sembraron en placas 
de 90 mm y se los dejó crecer hasta que uno de los clones alcanzó una confluencia 
aproximada del 80% (Pase 2). En este momento, se procedió a la tripsinización del resto 
de los clones y a su expansión en nuevas placas de cultivo (90 mm), sembrando esta vez 
250.000 células por placa. Un nuevo pase celular se llevó a cabo cuando, de nuevo, uno 
de los clones alcanzó la confluencia (80% confluencia); a partir de P3 se sembraron por 
placa un máximo de 250.000 células o, en su defecto, el total de células recuperadas del 
pase anterior. Se monitorizó la proliferación celular a lo largo de un mínimo de 6 pases.
Se midió la celularidad total para cada clon en cada pase, que se representó en 
forma de crecimiento acumulado en curvas de crecimiento. La celularidad se midió con 
un contador celular automatizado [Scepter, puntas 60 μm, de Millipore]. Se monitorizaron 
las curvas de crecimiento de los diferentes clones bajo dos condiciones: en ausencia 
de daño al ADN, o tras haber sido irradiadas con 5 Gy en el momento del sembrado, 
en P2. El objetivo de evaluar ambas situaciones era determinar si la proliferación de 
los diferentes clones se veía afectada diferencialmente en una manera dependiente del 
genotipo celular.
2.12. Estudios de ciclo celular, daño a ADN y apoptosis
2.12.1. Acumulación de aberraciones cromosómicas en esplenocitos B 
estimulados ex vivo, por FISH 
Estos estudios se llevaron a cabo en colaboración con el grupo de Jane Skok, de la 
Universidad de Nueva York.
2.12.1.1. Activación celular
Se parte de esplenocitos B en proliferación activa. Para la obtención de las células 
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B y promoción de la expansión clonal celular, se siguió el protocolo utilizado para la 
inducción de cambio de clase de inmunoglobulina ex vivo (Materiales y Métodos, 2.9.1.), 
pero escalado a un mayor volumen de medio. Así, en placas de 6 pocillos se siembran 
106 células por pocillo y se añaden 4 ml de medio finales conteniendo IL4+aCD40 como 
estímulo mitógeno. Esta combinación de citoquinas induce la proliferación celular B y 
el cambio de clase a IgG1 o IgE principalmente (ver en Tabla MM-11). Las células se 
incuban a 37ºC durante 72 horas. 
2.12.1.2. Parada de la proliferación celular en la etapa de metafase
Pasado el tiempo de cultivo, se añaden 2 ml más de medio fresco con las citoquinas 
(IL4+aCD40) para reactivar la proliferación celular. Se incuba 2 horas y se añade colcemida 
a 0.1 μg/ml de concentración final [CaryoMax colcemid, 10 μg/ml, Gibco, 15210-040], y 
se deja actuando 2 horas, a 37ºC. La colcemida para el ciclo celular en metafase. 
Tras este periodo de incubación, se procede a la recolección de las células, 
llevándolas a un tubo tipo FALCON de 15 ml. 
2.12.1.3. Fijación de las células 
Las células recolectadas en el paso anterior (idealmente, no menos de 5·106 células 
por muestra a fijar), se centrifugan a 4ºC, 1500 rpm, durante 5 min, y se resuspenden en 
aproximadamente 150 μl de medio (el volumen residual tras decantar el sobrenadante). 
Sobre esta suspensión celular se añaden gota a gota 10 ml de KCl 0.075 M en agua 
bidestilada estéril, preparado fresco. A medida que se añade la solución de KCl, se 
mantiene en agitación la suspensión celular usando el vórtex a velocidad 3-4. Una vez 
añadido el KCl, las células se incuban 7 min a 37ºC o 20 min a temperatura ambiente.
Superado este paso de incubación, se añaden, sin mezclar, 5 ml de una solución 
3:1 Metanol-Acético [Merck] fría de hielo. Se centrifuga 5 min a 1500 rpm a 4ºC y se 
resuspende el botón celular. Sobre él, gota a gota y a velocidad 3-4 en el vórtex, se 
añaden 10 ml de solución 3:1 Metanol-Acético [Merck] fría de hielo. Se centrifuga de 
nuevo, y se repite este paso. Se recuperan las células ya fijadas y se resuspenden en un 
máximo de 100 μl de solución 3:1 Metanol:Acético.
2.12.1.4. Comprobación de las metafases
Para comprobar la existencia de metafases, y verificar que el procedimiento de 
fijación ha sido correctamente ejecutado (no se observan grumos en la muestra), se 
procede a la visualización bajo lupa (aumento entre 50-100X) de las células fijadas. Sobre 
portas fríos (atemperados a -20ºC), se deja caer una gota de la suspensión celular desde 
una altura de aproximadamente 50 cm. La gota se deja secar al aire. Una vez seca, ya 
está lista para ser visualizada.
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2.12.1.5. Hibridación Fluorescente In Situ, FISH
Las muestras finales así obtenidas fueron remitidas al laboratorio de Jane Skok 
(Universidad de Nueva York), para proceder con el protocolo de FISH y análisis de los 
resultados obtenidos. El grupo de Jane Skok ha diseñado sondas fluorescentes de ADN 
que hibridan con la región 5’ upstream (verde), central (rojo) y 3’ downstream (azul) del 
locus de las inmunoglobulinas que codifica para las regiones constantes de las mismas, en 
ratón –cromosoma 12- (seguir por Figura MM-7). De esta manera, es posible determinar, 
en metafase, si ha habido reordenamiento correcto del locus (se pierde la fluorescencia 
roja, correspondiente a la zona centra que se deleciona con la recombinación), en un o 
los dos alelos del gen de las inmunoglobulinas. Con estos datos, es posible determinar el 
porcentaje de CSR.
Por otro lado, si el reordenamiento es incorrecto, generándose cromosomas 
aberrantes (extremo Igh5’ roto, cromosoma 12 roto o translocaciones), también es 
posible monitorizarlo y cuantificar el incremento o acúmulo de daño a ADN en forma de 
aberraciones cromosómicas.
Figura MM-7. Monitorización del proceso de cambio de clase de inmunoglobulina a nivel molecular 
(cromosómico) por FISH, en ratón.
Se diseñan tres sondas fluorescentes: una complementaria al extremo 5’ upstream del la región V(D)J reorde-nada (verde); otra (roja) en la región contigua al segmento Cu, que se delecciona si tiene lugar el reordena-miento y cambio de clase de inmunoglobulina y una tercera sonda (azul) que hibrida con el extremo distal 3’ 
downstream de los segmentos potencialmente reordenables de las regiones constantes, en posición solapan-
te a la región codificante el isotipo IgE (C epsilon). De esta manera es posible seguir, y cuantificar, las ocurren-cias de reordenamiento de uno o los dos alelos del gen de las inmunoglobulinas, y también si el proceso cursa con la generación de aberraciones cromosómicas (traslocaciones, roturas del cromosoma, etc.). El proceso de hibridación in situ y posterior análisis se realizó en el grupo de Jane Skok, Universidad de Nueva York.
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2.12.2. Ensayos de ciclo celular, apoptosis y acumulación de γH2AX
Estos ensayos se realizaron con los kits de BD PharmingenTM diseñados 
específicamente para llevar a cabo este tipo de estudios [BrdU Flow Kits, adquiriéndose 
el anticuerpo frente a BrdU en APC [REF: 552598] o FITC [REF: 557891], según las 
necesidades técnicas; y Apoptosis, DNA Damage and Cell Proliferation Kit, REF: 
562253]. 
Tanto para las determinaciones llevadas a cabo in vivo como ex vivo, se siguieron 
las especificaciones técnicas detalladas en los protocolos de los kits. Para el análisis 
del ciclo celular, se utilizó o bien 7AAD o DAPI, para cuantificar la cantidad de ADN 
celular, y anticuerpo anti-BrdU acoplado a diferentes fluorocromos (FITC, APC o PerCP) 
dependiendo de las necesidades técnicas del ensayo en concreto.
2.12.2.1. Estudios de incorporación de BrdU in vivo
Se inyectaron por vía intraperitoneal 200 μl de BrdU (10 mg/ml) fresco en los 
ratones experimentales. Pasadas 1, 2 ó 24 horas desde la inyección, los animales 
inyectados fueron sacrificados, y sus órganos hematopoyéticos procesados de la manera 
habitual descrita para llevar a cabo estudios por citometría de flujo. Una vez teñidas 
extracelularmente se continuó con el protocolo de fijación y tinción intracelular descritos 
en el protocolo del kit empleado.
2.12.2.2. Estudios de incorporación de BrdU ex vivo
Sobre esplenocitos B estimulados ex vivo en ensayo de CSR (protocolo descrito en 
MM, 2.9.1.), se añadió BrdU fresco dejándolo a una concentración final de 0.5 mM. Se 
incubó durante 45 min ó 1 hora. Se procedió al procesado de las células para su marcaje 
extracelular de la manera habitual para llevar a cabo un ensayo de citometría de flujo (MM 
2.6.1. y MM 2.6.1.3.) y, una vez teñidas extracelularmente, se continuó con el protocolo 
de fijación y tinción intracelular especificado en el kit empleado.
2.12.2.3. Estudios cinéticos de respuesta a daño celular y apoptosis en MEFs
Se estudió la respuesta a daño en el ADN inducido por agentes ionizantes (radiación 
gamma, a partir de una fuente de Cesio-137, en el caso de estudio) y su cinética de 
recuperación en MEFs. Para este cometido, se cuantificó la acumulación de γH2AX y 
PARP a 1 hora y 5 horas tras un pulso de 5 Gy, respecto a las condiciones basales en 
ausencia de irradiación. 
Se sembraron 300.000 MEFs procedentes de diferentes clones, todos en P2, por 
pocillo, en placas de 6 pocillos. Se sembraron dos pocillos por clon y placa, a partir de 
cada clon de MEFs, y se generaron un mínimo de 3 placas por clon: una placa que no 
se irradiaría y otras dos placas que se irradiarían con 5 Gy, en una única dosis. Se las 
104
dejó reposar O/N. Al día siguiente, se cambió el medio para retirar las células muertas no 
unidas y se procedió a la irradiación. Una vez irradiadas, las 3 placas se mantuvieron en 
incubación a 37ºC, para permitir la recuperación del daño a ADN. Pasada 1 hora tras la 
exposición a la fuente radiactiva, una de las placas expuestas, junto a la placa sin exponer, 
comenzaron a procesarse para obtener las células. De este modo, se las tripsinizó, lavó, 
fijó y tiñó para cuantificar tanto la acumulación de γH2AX como de PARP, siguiendo el 
protocolo facilitado por el fabricante para ensayos de citometría de flujo [Apoptosis, DNA 
Damage and Cell Proliferation Kit, BD Pharmingen, REF: 562253]. Pasadas 5 horas 
desde el momento de la irradiación, se procesó la tercera placa de la misma manera que 
las anteriores.
2.13. Análisis estadístico de los datos
2.13.1. Software GraphPad Prism 5
Para el análisis estadístico de los datos, así como para su representación gráfica, 
se utilizó el software Graphpad Prism 5 para Mac.
Materiales y Métodos
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OBJETIVOS 
“Lo que no puedo crear, es que no lo comprendo.”
Richard P. Feynman
Escrito encontrado en su pizarra
 tras su fallecimiento.

Objetivos
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1.-Estudiar el efecto que la carencia del gen Whsc1, en 
homocigosis o en heterocigosis, tiene en el desarrollo y la función del 
sistema hematopoyético in vivo.
2.-Generar y caracterizar modelos de ganancia de función de 
Whsc1, con el fin de determinar el efecto que la sobreexpresión ectópica 
de este gen pueda tener en el desarrollo hematopoyético o linfoide.
3. OBJETIVOS
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RESULTADOS 
“El genio es un diez por ciento de inspiración, y un 
noventa por ciento de transpiración”
Thomas Alva Edison
“. . . se rompió la cadena que ataba el reloj a las 
horas . . .”
Extremoduro
La Ley Innata
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Resultados
La sección de Resultados se ha subdividido en cinco 
apartados. 
Debido al gran tamaño y cantidad de figuras, se ha 
optado por disponer las mismas al final de cada apar-
tado de Resultados correspondiente.
Las Figuras y Tablas Suplementarias se recogen en 
el Anexo I, al final de la presente Memoria.
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4. Caracterización del modelo de pérdida de función: ratones 
Whsc1+/- y Whsc1-/-
4.1. Generación de un modelo de estudio de un sistema 
hematopoyético adulto knock-out para Whsc1 
El gen Whsc1 es necesario para el completo desarrollo postnatal del ratón, 
siendo la pérdida bialélica del dominio SET de Whsc1 letal [Nimura et al., 2009] a día 
P0 en nuestras manos (Tabla MM-1). Este hecho imposibilita el estudio del impacto 
que la pérdida de Whsc1 pudiera tener en el desarrollo, función y mantenimiento de un 
sistema hematopoyético adulto utilizando un knock-out constitutivo de forma directa. Sin 
embargo, se puede solucionar este problema mediante la obtención de progenitores 
hematopoyéticos a partir de hígado fetal (donante) de ratones Whsc1-/- y su posterior 
trasplante en un animal receptor, previamente irradiado letalmente para eliminar su sistema 
hematopoyético endógeno. Este procedimiento permite generar ratones portadores de un 
sistema sanguíneo adulto reconstituido a partir de las células donantes. De esta manera, 
para el estudio de la(s) función(es) de Whsc1 en el desarrollo y la función del sistema 
hematopoyético adulto se reconstituyeron, y se analizaron, un total de 202 animales con 
células Whsc1-/- procedentes de 27 donantes distintos, en 12 experimentos diferentes 
(Tabla R-1).
A partir de este punto, cada vez que hagamos referencia a ratones “KO” o “Whsc1-
/-”, nos estaremos refiriendo, única y exclusivamente, a animales reconstituidos a partir 
de progenitores hematopoyéticos procedentes de hígados fetales de fetos Whsc1-/-. 
Por otro lado, cuando hagamos referencia a ratones heterocigotos o de genotipo WT, 
especificaremos si se trata de animales portadores de un sistema hematopoyético 
reconstituido a partir de hígados fetales de dicho genotipo o si, por el contrario, se trata 
de animales nacidos ya como Whsc1+/- o Whsc1+/+ (WT). 
4.2. La pérdida de función de Whsc1 en ratón afecta al desarrollo 
y función del sistema hematopoyético en una manera dependiente 
de la dosis  
4.2.1. Alteraciones hematopoyéticas en animales Whsc1+/- con la edad
Con el objetivo de comprobar si la pérdida de una copia de Whsc1 en ratón reproducía 
alguno de los aspectos de la patología hematopoyética presente en los pacientes con 
WHS, se procedió a analizar por citometría de flujo (FACS) las principales poblaciones 
sanguíneas (Materiales y Métodos, 2.6.1.) en los distintos órganos hematopoyéticos 
(médula ósea, bazo, timo, nódulos linfáticos) y en sangre periférica de los animales 
Whsc1+/-.
 Se analizaron un total de 61 ratones Whsc1+/-, de diferentes rangos de edad (Tabla 
2), usándose como controles animales WT del mismo fondo genético y además, cuando 
era posible, hermanos de camada. Además, se mantuvo una cohorte de 43 animales 
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heterocigotos y 15 WTs hermanos de camada bajo continua monitorización mediante 
sangrado con el objetivo de seguir el comportamiento y contribución de los principales 
linajes sanguíneos mieloide (Gr1+,Mac1+), linfoide T (CD4+ ó CD8+) y linfoide B (IgM+ y 
B220+ y/o CD19+), en sangre periférica, cada 4-6 meses a lo largo de toda su vida.
 Durante los 6 primeros meses de vida, los animales heterocigotos parecen 
sanos. No se observan anomalías detectables a nivel físico ni anatómico, ni tampoco 
alteraciones conductuales que pudieran sugerir signos de enfermedad. Disecciones de 
los animales tampoco revelaron alteraciones macroscópicas de visu en los principales 
órganos torácicos y abdominales. Por citometría de flujo no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas a nivel de desarrollo, diferenciación y contribución para 
ninguno de los principales linajes hematopoyéticos analizados (linfocitos B y mieloide 
(Figura R-1a); linaje T y eritroide [datos no mostrados]), en comparación con controles 
WT de la misma edad; aunque pareciera que los animales Whsc1+/- presentasen un ligero 
retraso en rendimiento B medular a edades tempranas (22 días) (Fig R-1a).  
Tabla R-1. Registro de los animales reconstituidos a partir de progenitores hematopoyéticos proceden-
tes de hígado fetal de donantes Whsc1-/-, Whsc1+/- y Whsc1+/+ y frecuencia de muerte por fallo de injerto. Para cada uno de los genotipos indicados y trasplante se recoge el número de fetos donantes, la canti-dad de receptores reconstituidos y el número de animales fallecidos por fallo de injerto. Finalmente se re-coge el total para cada sumatorio y la frecuencia de muerte por fallo de injerto para cada genotipo donante. 
Genotipo de los fetos donantes
Whsc1-/- (KO) Whsc1+/- (HET) Whsc1+/+ (WT)
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BMT3-1 2 18 6 2 5 1 2 5 0
BMT3-2 1 11 0
BMT3-3 1 14 0 2 3 0
BMT3-4 3 26 6
BMT3-6 4 25 9 1 6 2 1 6 1
BMT3-7 1 12 1 1 4 0 1 4 0
BMT3-8 1 8 0 1 8 0 1 8 0
BMT3-10 3 20 2 1 7 0
BMT3-11 3 21 0 3 6 0
BMT3-12 3 6 1 2 6 0
BMT3-13 1 15 0
BMT3-14 4 26 0
TOTAL 27 202 25 7 26 3 11 42 1
Frecuencia de 
muerte por fallo 
de injerto
12,37% 11,53% 2,38%
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 A nivel progenitor (Figura R-1b), se observa una reducción del compartimento LSK, 
que no llega a ser estadísticamente significativa, pero que se mantiene a lo largo de la 
edad, así como una reducción relevante del compartimento definido como CLP “enriched” 
a partir de las 8 semanas de vida. La población  CLP “enriched” está comprendida dentro 
de la población “CLP” (definida como Lin- ckit+/med) y tuvo que ser definida como tal al no 
poderse establecer un límite claro entre las células positivas y negativas para el rIL7α 
(ver Definición de Poblaciónes Hematopoyéticas, para análisis de citometría de flujo en 
Tabla MM-8). No se observan diferencias para el compartimento CMP. En los órganos 
hematopoyéticos secundarios (bazo y nódulos linfáticos) y sangre periférica, sí se observó 
un sesgo a favor de las células T CD4+ en la relación CD4+/CD8+, dentro de la población 
TcrB+ que define al compartimento T total. Este desequilibrio es altamente significativo 
a nivel esplénico a edades tempranas (p<0.001, a las 8 semanas. Figura R-1c), y se 
mantiene a lo largo de la edad, aunque con una menor significanción. Por su parte, las 
células NK (DX5-, TcrB-) tienden a disminuir su contribución con la edad, tanto en médula 
ósea como en bazo (Figura R-1d). Estos resultados parecen indicar que la falta de una 
copia funcional de Whsc1 no afectaría, o lo haría muy sutilmente, al desarrollo temprano 
del sistema hematopoyético adulto en ratones jóvenes.
Sin embargo, con la edad, se produce un progresivo agotamiento del linaje linfoide 
que es notorio, y claramente aberrante, en animales Whsc1+/- mayores de 17 meses. La 
Figura R-2 muestra un ejemplo representativo de la desaparición, prácticamente total, de 
las poblaciones B y T en todos los órganos hematopoyéticos con la edad, que va unida a 
una expansión del linaje mieloide y a una sobreproducción de eritroblastos tanto a nivel 
medular como esplénico [dato no mostrado en esta figura].
Este agotamiento se pone de manifiesto tempranamente a partir de los 12 meses 
de edad en los ratones Whsc1+/-, los cuales muestran una pérdida acelerada de ambos 
compartimentos linfoides, principalmente el B, a todos los niveles de diferenciación y en 
todos los órganos hematopoyéticos, en comparación con ratones WT de la misma edad. 
Esta disminución también se observa en sangre periférica (Fig. Sup. 1). Tomando este 
tejido como referencia, se determinó experimentalmente el porcentaje medio de células 
B en sangre, para el fondo genético C57Bl/6 y en nuestras condiciones experimentales, 
que es de 43,07 ± 3,862 % para animales WT, de 2 meses de edad. A los 12 meses de 
vida, mientras el 46,7% de los animales silvestres (n=15) mantienen la contribución B por 
Análisis completo, animales Whsc1+/-
Edad (meses) 22 días 2-3 5-6 9 12-18 22-27 30-32
Genotipo
Whsc1+/- (n) 6 13 16 2 4 4 3
WT (n) 7 9 12 2 4 - -
Tabla R-2. Animales Whsc1+/- analizados por citometría de flujo por rango de edad. La tabla recoge el tamaño muestral, por grupo experimental (Whsc1+/- o WT) y edad, de los rato-
nes cuyo sistema hematopoyético se analizó de manera completa por citometría analítica de flujo.
120
encima del 35%, tan sólo un 23% de los ratones Whsc1+/- (n=43) alcanzan este porcentaje. 
De hecho, aproximadamente un 40% de los animales Whsc1+/- presentan linfocitopenia B 
inferior al 20% a esta edad (Figura Suplementaria 1a). Resultados similares se obtienen 
a partir del estudio comparativo del compartimento T, para las células CD8+ y CD4+ (Fig. 
Sup. 1b y 1c). 
 Tomados los datos para células B y T en su conjunto, podríamos decir que la 
pérdida de una copia de Whsc1 acelera el declive de la población linfoide ligada al 
envejecimiento (aspecto descrito en la Introducción), elevando la probabilidad de padecer 
linfocitopenia al doble que en un animal WT.
4.2.2. Caracterización fenotípica y del desarrollo del sistema 
hematopoyético adulto en ratones reconstituidos con células Whsc1-/-, 
Whsc1+/- y WTs
Las células Whsc1-/- son capaces de injertar y reconstituir un sistema hematopoyético 
adulto, al menos a medio plazo, como demuestra el hecho de que casi un 90% de los 
animales letalmente irradiados usados como recipientes (n=202), sobreviviera al trasplante 
a largo plazo (Tabla R-1) con células Whsc1-/-. Efectivamente, la frecuencia de muerte por 
fallo de injerto (considerando como tal el caso de aquellos animales, que aún habiendo 
sido inyectados de manera eficiente, fallecieron en los 30 primeros días post trasplante) 
es de un 12.4% en los receptores de células Whsc1-/-. Este dato, comparado con el 11,5% 
de mortalidad para el caso de ratones reconstituidos a partir de células procedentes de 
hígado fetal de hermanos Whsc1+/- (n=26 ratones) y con el 2,4% de muerte por fallo en 
la reconstitución a corto plazo para el genotipo silvestre (n=42 ratones), ya sugiere que 
la falta de Whsc1 afectaría en un pequeño grado a la capacidad de injerto de las células 
progenitoras hematopoyéticas fetales (Tabla R-1), pero también indica que, en términos 
generales, las células Whsc1-/- son capaces de generar un sistema hematopoyético 
completo en toda su variedad.
Todos los animales inyectados, incluyendo aquellos inyectados con células Whsc1+/- 
(n=26) y WT (n=42), fueron sangrados y analizados por citometría a las 4 semanas tras 
el trasplante, con el objetivo de valorar la cinética de reconstitución del sistema. Además, 
se monitorizó por sangrado, cada 4 semanas, la capacidad de mantenimiento del sistema 
hematopoyético adulto a medio (4 meses) y largo plazo (> 6 meses). Para realizarlo, se 
mantuvo una cohorte de animales de n>20 Whsc1-/-, y n>4 ratones reconstituidos a partir 
de hígados fetales de hermanos WT y Whsc1+/- durante 9 meses. Esta monitorización 
a medio y largo plazo se realizó por triplicado (en 3 trasplantes distintos, en diferentes 
momentos).
4.2.2.1 La falta de Whsc1 afecta al desarrollo del sistema hematopoyético adulto, a corto, 
medio y largo plazo, en ratón
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La Figura R-3 muestra un ejemplo representativo de los resultados obtenidos, en 
este caso para el trasplante “BMT3-1” (ver Tabla R-1). En este trasplante se usaron como 
recipientes ratones Ly5.1+, lo cual nos permite discriminar con facilidad, por citometría de 
flujo, aquellas células derivadas de la población donante (Ly5.2+) respecto a las residuales 
del recipiente (Ly5.1+).
Lo primero que llama la atención de las células Whsc1-/- es el retraso en recomponer 
el sistema hematopoyético con respecto a las células Whsc1+/- y WT.  Efectivamente, 
mientras que la cinética de reconstitución es prácticamente indistinguible entre ratones 
inyectados con hepatocitos fetales Whsc1+/- o Whsc1+/+, superando siempre el 75% de 
células donantes en periferia a las 4 semanas tras el trasplante, en el caso de las células 
Whsc1-/- son necesarias 17 semanas (4 veces más) para alcanzar los mismos valores de 
repoblación celular en sangre periférica (Figura R-3a).
Analizando los porcentajes de contribución relativos de cada una de las principales 
poblaciones hematopoyéticas en relación con el total de células Ly5.2+ identificadas en 
sangre, podemos ver también que la producción de linfocitos B está claramente afectada 
en ausencia de Whsc1. Esta población linfoide apenas supera el 20% en sangre periférica, 
estando este porcentaje muy por debajo del 50-60% observado para los animales 
reconstituidos a partir de células Whsc1+/- y WT, ambos con curvas casi superponibles 
entre sí, durante las 42 semanas de estudio (Figura R-3b). En el caso de las células 
T, la contribución de linfocitos T CD4+ pareciera estar incrementada en los Whsc1-/- 
respecto a WT y Whsc1+/- (Figura R-3c), mientras que los valores de reconstitución para 
las células CD8+ parecen mantenerse a niveles normales (Figura R-3d). Finalmente, el 
compartimento mieloide pareciera estar favorecido en las células Whsc1-/- (Figura R-3e). 
No obstante, estos porcentajes hay que tomarlos con precaución, ya que no estamos 
hablando en términos de celularidad absoluta, sino de contribuciones relativas a un 100% 
total; es decir, podría ser que el “enriquecimiento” porcentual observado para los linfocitos 
T fuese debido, al menos en parte, a la disminución en la contribución B, pero este hecho 
no exluye que, quizás, el conteo absoluto de células T esté por debajo de los niveles WT.
Para poder concluir con mayor precisión si hay compartimentos sobre-representados 
en términos absolutos sobre los niveles WT en la sangre de los animales reconstituidos, 
o si bien las diferencias son únicamente a nivel de contribución relativa, se llevó a cabo 
una biometría hemática (conteo sanguíneo automatizado) de una cohorte de animales, 
obteniéndose para cada uno de ellos el hemograma completo. Los resultados para el 
compartimento leucocitario se resumen en la Figura R-4. Como puede observarse, el 
número de leucocitos está claramente reducido en ausencia de Whsc1, en un orden de 
aproximadamente 3 veces respecto a condiciones silvestres (p<0.0001) (Figura R-4a). 
Esta reducción es debida fundamentalmente al bajo número de linfocitos en sangre 
que presentan los animales reconstituidos a partir de células KO (Figura R-4b). El 
compartimento granulocítico también está reducido, mostrando diferencias significativas, 
o altamente significativas, entre Whsc1-/- y Whsc1+/-, y entre Whsc1-/- y WT (figuras R4, 
d-f). Sin embargo, el linaje monocito-macrófago (Figura R-4c) no presenta diferencias. Por 
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su parte, a pesar de que se observa una ligera tendencia a la baja en el nivel de linfocitos 
entre los animales reconstituidos a partir de células Whsc1+/- respecto a WT, ésta no llega 
a ser una diferencia significativa. Estos resultados confirman que, efectivamente, el gen 
Whsc1 juega un papel importante para el desarrollo del sistema hematopoyético adulto, 
sobre todo a nivel linfoide. Además, visto que el linaje monocito-macrófago permanece 
inalterado, esta población puede emplearse como “patrón interno” sobre el que relativizar/
estandarizar los porcentajes de contribución del resto de poblaciones celulares analizadas 
por citometría de flujo. 
Recapitulando los resultados expuestos previamente, en combinación con los 
obtenidos a partir del hemograma, podríamos concluir que los linfocitos totales (T más B) 
están reducidos en un orden de 3, aproximadamente, en los animales Whsc1-/- respecto 
al genotipo silvestre. Esta reducción coincide con la obtenida, en porcentajes relativos, 
por citometría de flujo para los linfocitos B. 
Por último, para determinar en qué medida real estaban afectados los 
compartimentos T CD4+ y CD8+ en ausencia de Whsc1, y partiendo del hecho de que la 
falta de Whsc1 no parece afectar al compartimento monocito-macrófago en términos de 
celularidad absoluta, respecto a WT, se decidió comparar los ratios entre las poblaciones 
CD8+/Mac1+ y CD4+/Mac1+, a partir de los resultados obtenidos por citometría de flujo, 
para los animales reconstituidos a partir de los distintos genotipos (Figura R-3, f-g). De 
este estudio se concluyó que efectivamente el número absoluto de linfocitos T en sangre 
(tanto CD8+ como CD4+) está disminuido (en un 33% aproximadamente) respecto al 
genotipo silvestre. Estos resultados (cinética de reconstitución y biometría hemática) 
se complementan con los obtenidos a partir de los estudios del desarrollo T (en timo) 
y población B esplénica realizados en fetos E18-E19, en los que se observa un retraso 
en la producción de linfocitos T CD4-SP y una menor contribución de las células B 
totales en fetos Whsc1-/-, respecto a hermanos de camada Whsc1+/- y Whsc1+/+ (Figura 
Suplementaria 2). A esta edad, no se observan diferencias a nivel de DN, y es demasiado 
temprano para el estudio del desarrollo CD8-SP, en timo. 
4.2.2.2. La falta de función de Whsc1 provoca un bloqueo en la diferenciación B a nivel 
de proB, disminución de la población preB, menor celularidad esplénica, y reducción del 
compartimento NK
Con objeto de identificar a qué nivel del desarrollo B se localiza el problema, 
varios animales reconstituidos Whsc1-/-, Whsc1+/- y WT fueron sacrificados y sus órganos 
hematopoyéticos analizados en detalle por citometría de flujo, a diferentes tiempos entre 1 
y 10 meses tras el trasplante. En primer lugar, se realizó una prueba paralela en la que no 
se observaron diferencias entre animales silvestres y animales reconstituidos con células 
derivadas de progenitores hematopoyéticos procedentes de hígado fetal WT (datos no 
mostrados, n>10), demostrando que se podían usar animales nacidos WT directamente 
como controles, sin necesidad de recurrir siempre a animales reconstituidos a partir de 
hígado fetal WT. Tampoco se observan diferencias estadísticamente significativas entre 
animales reconstituidos WT y Whsc1+/-, a ninguno de los niveles de diferenciación y para 
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ninguno de los tejidos ni poblaciones analizadas (datos no mostrados, n>10).
En el caso de los animales reconstituidos a partir de células Whsc1-/-, como ya se ha 
mencionado, estos son capaces de generar y mantener (al menos a medio-largo plazo, 
6-10 meses) todos y cada uno de los compartimentos hematopoyéticos estudiados. Sin 
embargo, presentan claras alteraciones en comparación con los animales heterocigotos 
y WT reconstituidos. La Figura R-5 muestra un ejemplo representativo, a partir de un 
animal reconstituido WT y un Whsc1-/-, analizados a las 8 semanas tras el trasplante. 
En la médula ósea (Fig. R-5, panel superior) no se observaron diferencias en 
celularidad total; sin embargo, la población B está reducida entre un 50% y un 80% en 
los animales Whsc1-/- respecto a animales WT reconstituidos. Dentro de esta población se 
observa, además, un acúmulo a nivel de desarrollo proB, paralelo a una disminución en 
la relación de células preB y los tipos celulares más diferenciados (linfocitos B inmaduros 
y recirculantes). La población de células NK (DX5+, TcrB-), se halla disminuida en un 50%. 
La población mieloide es aparentemente normal y la eritropoyesis se halla incrementada 
al doble.
A nivel esplénico, los bazos de animales Whsc1-/- reconstituidos presentan una 
menor celularidad total (celularidad media de un bazo procedente de un animal WT 
reconstituido: 11,04±0,6388x107 células, n=10; celularidad Whsc1-/-: 6,961±0,4218x107, 
n=14; ***p<0.0001), acompañado también de una disminución en la celularidad B (células 
B totales por bazo WT reconstituido: 3,122±0,202x107, n=6; Whsc1-/-: 1,754±0,178x107, 
n=10; ***p=0.0002) (Fig. 5, panel intermedio).  A pesar de la reducción numérica, los 
esplenocitos B Whsc1-/- restantes parecen diferenciarse con normalidad, siendo capaces 
de contribuir a la formación de células marginales (CD21+, CD23-) y foliculares (CD23+, 
CD21+), si bien se observa un enriquecimiento relativo del compartimento marginal. 
La distribución de células inmaduras (IgD- IgM+), transicionales (IgD+ IgM+) y maduras 
(IgD+, IgMmed) tamnién parece normal. De nuevo, la población NK (DX5+, TcrB-) se halla 
disminuida en torno al 50%, y la contribución total T y mieloide parece inalterada respecto 
a la situación silvestre. Por otro lado, al igual que se observó en los animales heterocigotos 
Whsc1+/-, dentro del compartimento T se observa un sesgo a favor de los linfocitos CD4+. 
Por último, observar que, del total de animales Whsc1-/- analizados, en torno a un 50% 
mostró una marcada eritropoyesis extramedular esplénica (Figura R-6). 
A nivel de desarrollo T, en el timo, no se observaron anomalías estadísticamente 
significativas a ninguno de los estadios de diferenciación estudiados: DN (DN1, DN2 
–DN2a y DN2b-, DN3 y DN4), DP y SP (CD4+ o CD8+) (Figura R-5, panel inferior izquierdo, 
Timo). Tampoco se observaron diferencias significativas a nivel de composición T (CD8+ 
vs CD4+) en los nódulos linfáticos. El incremento del porcentaje de linfocitos T totales en 
estos órganos secundarios se debe a la disminución en la contribución porcentual de 
células B a los mismos (ver Figura R-5, panel inferior derecho). Estos resultados sugieren 
que, en ausencia de Whsc1, existe un fallo a nivel de desarrollo B temprano, localizado en 
el paso de proB a preB, si bien las células que lo superan son capaces de diferenciarse 
con aparente normalidad. 
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4.2.2.3. Los compartimentos stem hematopoyético y de progenitores tempranos están 
afectados de una manera que es dependiente de la dosis génica de Whsc1
Para estudiar el papel de Whsc1 a un nivel más temprano en la diferenciación 
hematopoyética, se procedió a un estudio por citometría de flujo de las poblaciones LSK 
(Lin-, Sca1+, ckit+, que contiene a las células madre hematopoyéticas, HSCs), CMP (Lin-
, ckit+/high) y CLP “enriched” (Lin-, Sca1med, ckitmed, rIL7α+/med, FLT3+), que se identifica a 
partir de la población “CLP”, como se describió anteriormente (Resultados 1, 4.2.1.). 
Se emplearon animales reconstituidos Whsc1-/-, Whsc1+/- y WT. La Figura R-7 muestra 
los resultados obtenidos. El compartimento LSK, responsable de la reconstitución y 
mantenimiento del sistema hematopoyético a largo plazo, se halla reducido de manera 
estadísticamente significativa, y en un grado dependiente de dosis, en ausencia de 
Whsc1. Este defecto parece estar en un orden 1:3 con respecto al genotipo silvestre, y de 
aproximadamente 1:2 en animales heterozigotos (Figuras R-7, a-b). Resultados similares 
se obtienen al comparar progenitores CLP “enriched”, (Figuras R-7c). Por el contrario, no 
se observan diferencias en el compartimento CMP, ni entre WT y Whsc1+/-, ni entre WT y 
Whsc1-/- (Figura R-7d). 
De nuevo, las diferencias observadas entre animales reconstituidos a partir de 
células WT o Whsc1+/- se corresponden con las observadas entre animales nacidos WT y 
Whsc1+/- no reconstituidos (ver Figura R-1b). 
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Figuras Resultados 1
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Figura R-1. Estudio de las principales poblaciones hematopoyéticas con la edad en ratones Whsc1+/-. 
Se muestra la contribución porcentual de la población celular indicada, cuantificada a partir de un análi-
sis por citometría de flujo, a los 22 días, 8 semanas y 6 meses de edad, para un mínimo de 4 individuos por grupo experimental.  Se representa la media y desviación estándar para cada población celular represen-tada, grupo experimental y edad. a) Médula ósea. Panel superior, desarrollo del linaje B (población proB, preB y B total). Panel inferior, linaje mieloide. b) Compartimento progenitor, en médula ósea. Poblaciones LSK, CLP “enriched” y CMP. c) Reducción de la población T CD8+ respecto a las células T totales (células TcrB+) en los animales Whsc1+/- (azul) respecto a hermanos de camada de genotipo silvestre (negro), a las 8 sema-nas de edad. Se muestran los resultados para el bazo. d) Disminución relativa de la población NK con la edad (8 semanas vs 6 meses de vida), en médula ósea y bazo, en los animales Whsc1+/- respecto al genotipo silvestre. 
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Figura R-2. Agotamiento de los compartimentos linfoides B y T con la edad en los animales Whsc1+/-.  Se muestra un ejemplo representativo de la pérdida de los compartimentos linfoides que experimentan los ani-males Whsc1 heterocigotos con la edad, respecto a un animal de genotipo WT de la misma edad. Se observa el estado de las células B a lo largo de su diferenciación en médula ósea (panel superior) y bazo (panel interme-dio), y de las células T en timo, bazo y nódulos linfáticos (panel inferior). También se muestra la expansión que experimenta la población mieloide a nivel medular y esplénico (derecha de los paneles superior e intermedio).
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Figura R-3. Cinética de reconstitución y mantenimiento a largo plazo de un sistema hematopoyético adulto, 
monitorizado en sangre periférica. Se muestra un ejemplo representativo (BMT3-1) de la cinética de recuperación de un sistema hematopoyé-tico adulto a partir de un trasplante de progenitores procedentes de hígado fetal de ratones donantes Ly5.2+ y genotipos Whsc1+/+ (negro), Whsc1+/- (azul) y Whsc1-/- (rojo), a lo largo de hasta 42 semanas. a) Cinética de repoblación global. b) Linaje B (células B220+). c) Linfocitos T CD4+. d) Linfocitos T CD8+. e) Población mie-loide (Gr1+Mac1+). f) Ratio entre las poblaciones CD8+ y Mac1+. g) Ratio entre las poblaciones CD4+ y Mac1+.
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Figura R-4. Biometría hemática de animales reconstituidos a partir de progenitores hematopoyéticos pro-
cedentes de hígados fetales Whsc1-/-, Whsc1+/- o Whsc1+/+, a las 8 semanas tras el trasplante. Se utilizaron 27 ratones Whsc1-/- reconstituidos (procedentes de 7 donantes distintos); 5 rato-nes reconstituidos a partir de células Whsc1+/-,  (procedentes de 2 donantes distintos) y 5 WT  (pro-cedentes de 2 donantes distintos). Además, como control externo frente a los animales trasplanta-dos se emplearon 5 ratones WT, no reconstituidos, de 2 meses de edad. Se muestra media y desviación 
estándar para a) Leucocitos totales, b) linfocitos totales, c) monocitos, d) neutrófilos, e) eosinófilos y f) basófilos.
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Figura R-5. Caracterización fenotípica por FACS del sistema hematopoyético de los animales Whsc1-/- y 
Whsc1+/+ reconstituidos. Se muestra un ejemplo representativo a partir de un animal WT (negro) y KO (rojo) reconstituidos, a las 8 sema-nas tras el trasplante. Se analiza el desarrollo B, mieloide y eritroide, y el compartimento NK, en la médula ósea (panel superior); diferenciación B, contribución mieloide, NK y composición T (CD4+ y CD8+), en bazo (panel inter-medio); diferenciación T (panel inferior, timo) y contribuciones T (CD4+ y CD8+) y B a nivel de nódulos linfáticos (panel inferior, derecha). Se analizaron estas poblaciones para una n>10 en el caso de WT reconstituidos, y n>20 
Whsc1-/- reconstituidos, procedentes de diferentes donantes y trasplantes, obteniéndose resultados repetitivos.
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Figura R-6. Eritropoyesis extramedular en animales reconstituidos. Análisis por FACS del compartimento eritropoyético en bazo. Se muestra la aparición de eritropoyesis esplénica en animales reconstituidos con células Whsc1-/-, ya a las 8 semanas tras el trasplante. Este hecho no está presen-te en animales WT reconstituidos, en comparación con el estatus de animales silvestres no reconstituidos. Es-tos resultados son repetitivos, si bien se observan diferencias en la gravedad del fenotipo en ausencia de Whsc1.
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Figura R-7. Estudio comparativo del compartimento progenitor hematopoyético entre animales reconsti-
tuidos para los diferentes genotipos. Se analizaron por FACS las principales poblaciones progenitoras hematopoyéticas (LSK, CMP, CLP y CLP “en-
riched”) en animales reconstituidos a partir de células Whsc1+/+ (negro), Whsc1+/- (azul) o Whsc1-/- (rojo), proce-dentes de fetos donantes hermanos de camada, pasadas entre 6-8 semanas tras el trasplante. Se analizaron ani-males procedentes de, al menos, 4 trasplantes distintos. El tamaño muestral para cada genotipo y población se 
refiere en la figura correspondiente; para cada grupo y población se representa la media y desviación estándar. 
a) Identificación de las poblaciones. Ejemplo representativo del estatus progenitor en 3 animales reconstitui-dos, procedentes del trasplante “BMT3-6”. b) Compartimento LSK. c) Población CLP “enriched”. d) Población CMP.
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5. Efecto de la pérdida de función de Whsc1 en la función de los 
linfocitos B
Como se describió en la Introducción, uno de los defectos funcionales observados en 
los pacientes con Síndrome de Wolf-Hirschhorn es la aparición recurrente de infecciones 
del árbol respiratorio, principalmente de tipo bacteriano, y la reducción de determinados 
isotipos de anticuerpos en sangre, sobre todo IgG (IgG2) e IgA. Por otra parte, se ha 
descrito para Whsc1 una función en la metilación de la histona H3 en la Lisina 36 (H3K36) 
y también en la metilación H4K20. Ambas marcas han sido implicadas en los procesos de 
respuesta al daño en el ADN tras roturas de la doble cadena (ver Introducción).
Los procesos de reordenamiento de los genes de la inmunoglobulinas 
(reordenamientos V(D)J), así como el proceso de cambio de clase de inmunoglobulinas 
(en inglés, “Class Switch Recombination”, CSR), dependen de la correcta capacidad 
de la célula de reparar las roturas que se producen de forma programada para 
aumentar la variedad de los receptores y ajustar, correcta y eficientemente, el isotipo 
de inmunoglobulina en respuesta al antígeno. Dado que un correcto reordenamiento de 
las cadenas ligera y pesada es necesario para el progreso de la diferenciación B, las 
alteraciones en el proceso de reordenamiento llevan asociados, no sólo alteraciones en la 
función de los linfocitos, sino también bloqueos en su diferenciación. De la misma manera, 
impedimentos en el proceso de CSR llevan a un bloqueo en el proceso de maduración 
de las células B, y/o a una disfuncionalidad de las mismas. Esto nos llevó a plantearnos: 
1) si Whsc1 efectivamente podría estar participando en el proceso de reordenamiento 
V(D)J; de manera que en su ausencia éste se viera afectado y, como consecuencia, 
se estuviera produciendo el bloqueo que hemos visto que ocurre en el estadio proB; 2) 
si Whsc1 pudiera estar, y en qué medida, implicado en el proceso de CSR, pues ha 
sido recientemente descrito que en líneas celulares en las que se disminuye el nivel de 
Whsc1 mediante RNAs de interferencia se muestran deficiencias en cambio de clase de 
inmunoglobulinas a IgA [Pei H., et al., 2013].
5.1. Estudio de los reordenamientos de las inmunoglobulinas en 
linfocitos Whsc1-/- y Whsc1+/-
Los reordenamientos V(D)J se estudiaron mediante PCR, usando dos 
aproximaciones distintas: 1) de forma no cuantitiativa, a partir de esplenocitos B recién 
purificados, y 2) mediante ensayos de PCR semicuantitativa, partiendo de esplenocitos 
B purificados y puestos en cultivo durante 72h en medio sólo o en presencia de LPS 
(Materiales y Métodos, subapartado 2.9.), para revelar, si las hubiera, diferencias sutiles, 
respecto a WT, así como para descartar si la variabilidad de los reordenamientos se 
mantiene o no entre condiciones naïve (sin estimular) y tras activación. Los resultados 
obtenidos se muestran en la Figura R-8. 
Ninguna de las 2 aproximaciones utilizadas reveló la existencia de diferencias 
significativas para ninguna de las familias de inmunoglobulinas estudiadas, bajo ninguna 
de las situaciones en que se analizaron. Únicamente se aprecian sutiles cambios en el 
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patrón de bandas para la familia J558 (principalmente tras 72h en cultivo, en medio sin 
LPS, Figura R-8b), de manera que los linfocitos B Whsc1-/- parecieran tener más favorecido 
el reordenamiento 2 que el 3 (es decir, la intensidad de la banda 2 es mayor que la de la 
3, si se compara con el resultado de PCR obtenido a partir de células B procedentes de 
animales WT reconstituidos y la control). En función de estos resultados parece que, si 
hubiese un defecto a nivel de reordenamientos V(D)J, este debería muy sutil, al menos 
en las células B Whsc1-/- que llegan al bazo (recordar el bloqueo observado a nivel proB, 
y la baja eficiencia de repoblación B esplénica que se produce en ausencia de Whsc1).  
5.2.  Estudio del proceso de cambio de clase de las inmunoglobulinas 
en linfocitos Whsc1-/- y Whsc1+/-
5.2.1. Whsc1 participa en el proceso de cambio de clase de 
inmunoglobulina ex vivo, y su pérdida produce defectos dependientes 
de la dosis
Para evaluar la funcionalidad de las células B en la producción de anticuerpos y 
su rendimiento en condiciones ex vivo, hemos utilizado la estimulación con compuestos 
que induzcan CSR de manera específica a una o varias inmunoglobulinas concretas (IgG 
(IgG3, IgG1, IgG2a, IgG2b), IgE e IgA). Las combinaciones de estímulos empleados 
para favorecer el cambio de clase a diferentes isotipos de inmunoblobulinas, ex vivo, así 
como el procedimiento técnico, se detallan en Materiales y Métodos, 2.9. y Tabla MM-
11). Dado que la proliferación celular es esencial para el CSR, para evaluar la capacidad 
proliferativa de las células durante el proceso, estas fueron previamente teñidas con 
CellTrace VioletTM, que permite determinar el número de divisiones celulares a partir de las 
células naïve (generación 0) mediante el análisis de la progresiva dilución del colorante 
e cada generación (ver Materiales y Métodos, 2.9.). Para llevar a cabo estos ensayos 
se utilizaron, bien animales nacidos WT y Whsc1+/-, o bien animales reconstituidos WT, 
Whsc1+/- y Whsc1-/-.
No se apreciaron diferencias en el número de divisiones celulares que cada tipo 
celular pudo llevar a cabo (datos no mostrados), si bien se observó un incremento en 
el número de células no respondedoras (que permanecían en la generación 0) para las 
células Whsc1-/-. La eficiencia de CSR se calculó a partir de la aparición de la expresión 
de Ig específica en la superficie celular, mediante FACS. Se definió como eficiencia del 
100% la respuesta de los animales WT (WT, n>10). Los resultados obtenidos se recogen 
en la Tabla Suplementaria 1, en la cual aparece cuantificado el porcentaje de cambio 
en la respuesta para el estímulo e inmunoglobulina en que se obtuvo una diferencia 
estadísticamente significativa respecto a los animales WT. 
Para resaltar las diferencias entre los clones, se recurrió a la técnica del co-cultivo, 
sembrando en el mismo pocillo células control (de genotipo WT en nuestro caso) y células 
“problema” (de genotipos Whsc1+/- o Whsc1-/- y también WT de animales reconstituidos, 
como control interno del proceso). Para distinguir, por citometría de flujo las células 
procedentes de los distintos “competidores” puestos en co-cultivo, se emplearon células 
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experimentales WT, Whsc1+/- o Whsc1-/- Ly5.2+, y células control WT Ly5.1+.  Las células 
se sembraron en un ratio 1:1, que fue confirmado por citometría de flujo a día 0 del cultivo, 
a partir de una alícuota sobrante de la mezcla.
En la Figura R-9 se muestra un ejemplo representativo de los resultados que se 
obtienen y la manera en que se analizan, en este caso para una activación con LPS+IL4, y 
células IgG1+, en condiciones de co-cultivo, empleándose como muestras experimentales 
esplenocitos B procedentes de animales reconstituidos Whsc1+/+, Whsc1+/-  y Whsc1-/-.  
Un resumen global de resultados obtenidos tras 72 horas en co-cultivo se muestra 
en la Tabla R-. La Figura R-10 recoge de forma gráfica las cuantificaciones de la eficiencia 
de CSR respecto a WT para la mayoría de los estímulos e inmunoglobulinas evaluadas 
en este trabajo. En ellas se expone el porcentaje de activación respecto a las células 
controles (genotipo WT), a las cuáles se les otorgó un porcentaje de activación relativo 
del 100%, y la significación estadística asociada al defecto observado en la respuesta, 
respecto al control WT. También se analizaron IgG2a e IgG2b bajo la estimulación 
Estímulo Ig Genotipo n* p
Significación 
estadística
Media + SD
LPS
IgG3 Whsc1 HET 12 <0,0001 *** - 35,47 + 11,84
IgG3 Whsc1 KO 7 <0,0001 *** - 53,40 + 12,02
LPS+IL4
IgG1 Whsc1 HET 5 <0,0001 *** - 53,15 + 6,609
IgG1 Whsc1 KO 5 0,0010 *** - 51,72 + 13,41
IgE Whsc1 HET 5 <0,0001 *** - 59,87 + 5,883
IgE Whsc1 KO 5 <0,0001 *** - 57,08 + 6,683
IL4+ aCD40
IgG1 Whsc1 HET 7 0,0006 *** - 37,84 + 15,24
IgG1 Whsc1 KO 5 0,0005 *** - 60,52 + 12,92
IgE Whsc1 HET 7 <0,0001 *** - 59,19 + 6,104
IgE Whsc1 KO 5 <0,0001 *** - 70,56 + 7,560
TGFbeta+LPS
IgA Whsc1 HET 4 0,0202 * - 53,72 + 23,74
IgA Whsc1 KO 4 0,0084 ** - 27,48 + 8,838
IgG3 Whsc1 HET 4 0,0657 ns - 43,37 + 30,56
IgG3 Whsc1 KO 4 0,0002 *** - 36,30 + 3,001
anti IgM + 
aCD40
IgG3 Whsc1 KO 5 <0,0001 *** - 57,68 + 7,680
IgG1 Whsc1 KO 5 0,0001 *** - 59,78 + 8,863
Porcentaje de reducción en la respuesta antigénica respecto a WT < 40% 40 – 50 > 50%
*n = número de repeticiones del ensayo. Por cada ensayo se usó: al menos 1 animal de genotipo silvestre Ly5.1+, como control 
interno o competidor en co-cultivo; 1 ó 2 animales Whsc1 KO reconstituidos y 1 animal heterocigoto, reconstituido o no.
Tabla R-3. Sumario de resultados para los estudios comparativos de la eficiencia de CSR en ausencia parcial 
o total de Whsc1 frente a condiciones WT. Se recoge, para cada estímulo, inmunoglobulina y genotipo (Whsc1+/- (HET, azul) o Whsc1-/- (KO, rojo), el número de 
réplicas en que se evaluó la eficiencia de CSR, cuantificada porcentualmente respecto a la respuesta medida en el control WT (asumida, como 100%) por réplica. Se muestran, mediante la media y la desviación estándar, la reduc-
ción en la eficiencia de CSR que presenta cada genotipo (heterocigoto o KO), para cada inmunoglobulina y estímulo 
La significación de la diferencia en la respuesta frente a las condiciones silvestres de referencia se expone mediante el valor de p y su significación estadística. En rojo se muestran reducciones en la eficiencia de CSR mayores al 50% respecto a la situación silvestre; en azul, reducciones entre un 40-50% y en verde aquellas inferiores al 40%.
Estos datos se muestran gráficamente en la Figura R-10.
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con INFγ+LPS o LPS sólo, respectivamente, tanto en cultivo puro como en co-cultivo, 
obteniéndose resultados equivalentes a los mostrados en las gráficas, con deficiencias 
de activación estadísticamente significativas, sobre todo para el genotipo knock-out.  Para 
estos ensayos se tiene una n=2 (datos no mostrados). De este modo, y de manera general, 
podría decirse que la respuesta, cuantificada en base a la capacidad de las células B 
para responder ante diferentes combinaciones de estímulos y expresar superficialmente 
anticuerpos específicos clásicos, se halla reducida alrededor de un 50%, llegando en 
algunos casos al 70%, respecto a la situación WT, tanto en las células Whsc1-/- como en 
las Whsc1+/-. 
Como se comentó anteriormente, mediante el uso de CellTrace® se puede realizar 
un seguimiento del número de células que se dividen y cuántas veces lo hacen (número 
de generaciones). A las células no respondedoras, y que no han llevado a cabo ninguna 
división celular, se les da el nombre de G0 (Generación 0, no confundir con la fase G0 
de los estudios de ciclo celular descritos más adelante); las células resultantes de una 
primera división celular, y que no han seguido adelante, son las células correspondientes 
a la Generación 1 (G1), y así sucesivamente. Adicionalmente, analizando individualmente 
cada grupo de células dentro de una generación dada, también se puede monitorizar 
la cinética del cambio de clase de inmunoglobulina, mediante la cuantificación de los 
distintos tipos de Igs en la superficie celular. 
Siguiendo este procedimiento, en primer lugar se determinaron la tasa de respuesta 
y la cinética de proliferación a las 24, 48 y 72 horas de cultivo ex vivo en presencia de 
los diferentes estímulos, principalmente en co-cultivo. A las 24 y 48 horas no se aprecian 
diferencias (datos no mostrados), sin embargo, tras 72h de estimulación se evidencia 
la existencia de un mayor porcentaje de células Whsc1-/- que no han respondido al 
estímulo y siguen en G0 (en torno al 10%, para una n=14 animales), con respecto al 5% 
del genotipo silvestre (n=11) (p<0.0001) (Figura R-11a, derecha). A pesar de este hecho, 
las células que responden parecen proliferar con normalidad (Figura R-11a, izquierda). 
Por otro lado, a pesar de responder peor o en menor número, hay un mayor porcentaje 
de células Whsc1-/- que llegan a G5 a las 72h, respecto al WT (p=0.0027) (Figura 11a, 
derecha). Este comportamiento es repetitivo bajo las distintas estimulaciones empleadas, 
aunque muestra mayores diferencias en presencia de LPS.
Por otro lado, si profundizamos en el estudio del comportamiento celular en 
condiciones de co-cultivo, usándose para el ensayo esplenocitos WT Ly5.1+ como control 
interno, frente a células Whsc1-/- o WT, ambas Ly5.2+, obtenidas a partir de animales 
reconstituidos, lo que se observa es que las células Whsc1-/- van desapareciendo de la 
competición con el paso de las generaciones; algo que no ocurre para las células Whsc1+/+ 
(Figura R-11b). Este comportamiento es repetitivo, habiéndose confirmado el resultado 
a partir de 2 animales WT reconstituidos y 5 Whsc1-/- totales, repartidos en 2 ensayos 
independientes, bajo estimulaciones con LPS, LPS+IL4 e IL4+aCD40. De este modo, y a 
pesar de que la distribución poblacional de los Whsc1-/- a lo largo de las generaciones se 
mantenga más o menos de acuerdo a los porcentajes WT (obviando la barrera en G0), 
las células Whsc1-/- claramente presentan un defecto proliferativo a nivel cuantitativo: se 
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van perdiendo con las generaciones incapaces de competir frente a un genotipo silvestre, 
resultando su contribución cada vez menor hasta llegar casi a desaparecer en G4. 
Para profundizar en la cuestión, nos preguntamos qué estaría pasando en los 
cultivos puros, en los que también se había observado un incremento de células Whsc1-
/- remanentes en G0 (comentado con anterioridad). Se decidió cuantificar, utilizando el 
sistema de adición de bolitas de contaje (MM, 2.9.1.4.), el rendimiento celular o celularidad 
absoluta, tras 72h de cultivo, tanto en condiciones sin estimular como estimuladas con 
LPS, LPS+IL4 e IL4+aCD40. Para poder cuantificar tanto el rendimiento celular absoluto 
como el porcentaje de células viables, cada muestra se tiñó con ioduro de propido, que 
marca las células muertas. La toma de datos se realizó por citometría de flujo.
En condiciones sin estimulación, lo primero que llama la atención es la menor 
viabilidad de las células Whsc1-/- respecto a WT, ya que presentan 4 veces menos células 
vivas y una reducción de casi el 30% en celularidad total, tras 72h (Fig. R-11c). Bajo 
estimulación, se observa que lo que hace la diferencia es el número total de células en el 
cultivo, es decir, el rendimiento celular (Fig. R-11d), pero no la relación entre células vivas 
y muertas (Fig. R-11e). Se vé una disminución de entre un 62% y un 40% en el número 
de células Whsc1-/- (vivas) a las 72h (Fig. R-11d). De nuevo, se observó un incremento 
en el porcentaje de células no respondedoras Whsc1-/- (en torno a un 10% respecto al 5% 
en WT), principalmente bajo estimulación con LPS (n=11, por genotipo, repartidos en un 
mínimo de 4 réplicas independientes) [datos no mostrados].
Por último, se constató que las células Whsc1-/- llevan un retraso de aproximadamente 
una generación en cuanto a la cinética de expresión superficial de anticuerpo (IgG1 o 
IgG3) respecto a las células Whsc1+/+ o Whsc1+/-, procedentes estas también de animales 
reconstituidos (Fig. R-11f, izquierda). Además, las células Whsc1+/- o Whsc1-/- no llegan 
a alcanzar los niveles de expresión cuantificados para el genotipo WT (Fig. R-11f, 
derecha). Estos ensayos se repitieron un mínimo de 3 veces, a partir de al menos un 
animal reconstituido por genotipo WT y Whsc1+/-, y al menos 2 Whsc1-/-, por réplica. Los 
resultados son repetitivos bajo estimulación con LPS, LPS+IL4 e IL4+aCD40.
5.2.1.3. La ausencia de Whsc1 afecta a la formación de los centros germinales, a la 
reacción de cambio de clase y a la producción de inmunoglobulinas en experimentos in 
vivo
Para estudiar si los defectos de CSR observados ex vivo podían ser reproducidos 
in vivo, se inyectaron eritrocitos de cordero [ver Materiales y Métodos, 2.9.2.] en una 
cohorte de animales WT, Whsc1+/- y Whsc1-/-. La respuesta inmune inducida se estudió 
a los 7 y a los 13-14 días tras la inyección, tanto a nivel celular (por citometría de flujo) 
como anatómico (histología). Como controles negativos de reacción se analizaron 
animales silvestres sin inyectar. Para proceder al estudio de los resultados por citometría 
de flujo, en primer lugar se verificó la existencia de Reacción de Centro Germinal (RCG) 
en los linfocitos B en respuesta a la inyección comparando el porcentaje de esplenocitos 
FAS+PNA+ en animales estimulados respecto a controles sin inyectar para, posteriormente, 
profundizar en el análisis del estatus celular inmune. La Tabla Suplementaria 2 reúne los 
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resultados obtenidos para bazo (Tabla Sup. 2-A) y nódulos linfáticos y timo (Tabla Sup. 
2-B). La Figura R-12 muestra un ejemplo representativo del aspecto de los análisis por 
citometría de la RCG en bazo. La Figura R-13 recoge, de manera gráfica, los resultados 
obtenidos a partir del conjunto de los experimentos. A grandes rasgos, no se observan 
diferencias en la composición celular linfoide antes y después de la inmunización, ni en 
un contexto WT ni KO (Figura R-13a, d, e, f y g). Se mantienen la deficiencia cuantitativa 
observada para el compartimento B, así como el incremento de la población marginal, en 
bazo, y el sesgo a favor de las células CD4 en el compartimento T en nódulos linfáticos y 
bazo, entre animales Whsc1-/- y silvestres. El incremento relativo de la población marginal 
observado en el contexto Whsc1-/- (Fig. R-13d) podría en parte ser debido a una mayor 
tasa de muerte celular, ya que el porcentaje de células foliculares PI+ dobla a la observada 
en WT; algo que no ocurre para el compartimento marginal (Figura Suplementaria 3).
A nivel de CG, se observa una disminución en el porcentaje de células que forman 
CG en los animales heterocigotos respecto a sus hermanos de camada WT, pero que 
no llega a ser significativa (p=0.1050) (Fig. R-12 y Fig. R-13b). Esta disminución, que es 
real y no debida a un menor número de células B en el bazo (Fig. R-13a), no se observa 
si se comparan animales KO reconstituidos frente a WT (Fig. R-13b). En general, se ve 
que dentro de las células que contribuyen al CG (FAS+PNA+), el porcentaje de células 
que completan el proceso de CSR y expresan IgG1 en superficie es menor en células 
Whsc1+/- y Whsc1-/- que en WT (Fig. R-12, Fig. R-13c y Tabla Supl. 2). 
El dato del porcentaje de células que hacen CG hay que tomarlo con precaución, 
ya que la RCG requiere de una estructura física específica (el Centro Germinal) que se 
ve afectada y seriamente dañada por el mero hecho de la radiación letal y el proceso 
de reconstitución posterior a que los animales Whsc1-/- utilizados para el estudio se 
vieron sometidos. Esto genera una heterogeneidad en el tejido esplénico que dificulta 
la comparación intra- e interexperimental. Para valorar esta posibilidad y ponderar en 
qué medida ello podría afectar a la correcta estructuración del centro germinal in vivo, 
se inyectaron con eritrocitos de cordero un total de 2 animales Whsc1+/- y 11 Whsc1-/-, 
todos ellos reconstituidos, y 6 animales de genotipo silvestre (2 de ellos reconstituidos, 
para poder comparar), distribuidos uniformemente en 2 grupos. Los bazos procedentes 
de estos animales fueron procesados para histología y para tinción con Hematoxilina-
Eosina, a los 7 ó 13 días tras la inmunización (ver MM, 2.9.2.2). Los cortes histológicos 
fueron revisados por el Doctor Óscar Blanco, anatomopatólogo del Hospital Clínico de 
Salamanca. Los resultados del análisis se muestran en la Tabla Suplementaria 3, y 
confirman la existencia de la heterogeneidad antes mencionada. De los 2 animales WT 
reconstituidos analizados, uno de ellos presentó CG pequeños y el otro muy sutiles; por 
su parte, tampoco fueron repetitivos los resultados obtenidos para los animales Whsc1-/-. 
De este modo, en virtud de estos resultados y de las limitaciones implícitas a la técnica de 
reconstitución requerida, no podemos concluir si la ausencia de Whsc1-/- podría afectar a 
la formación de CG.
Donde sí se observan diferencias altamente significativas, como se comentó 
anteriormente, es en el porcentaje de células de CG que han hecho cambio de clase de 
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inmunoglobulina, resultados que además se corresponden cualitativa y cuantitativamente 
con los obtenidos para los ensayos de CSR ex vivo (Tabla Suplementaria 4). La Figura 
R-13c muestra un ejemplo representativo de la disminución de cambio de clase a IgG1, 
en comparación a la situación silvestre, en respuesta a la inmunización. Esta disminución 
está en torno al 30% para los heterocigotos (p=0.0560), y cercana al 50% cuando la 
ausencia de función Whsc1 es total (p=0.0022). 
5.2.1.4.  La secreción de inmunoglobulinas está reducida, tanto in vivo como ex vivo, en 
ausencia de Whsc1
Además del impedimento para expresar inmunoglobulinas en la superficie celular 
observado, tanto en experimentos de CSR ex vivo como in vivo, nos preguntamos si 
también estaría reducida la cantidad de anticuerpos secretados al medio o a la sangre 
periférica, respectivamente. Para contestar a esta cuestión, se procedió a la realización 
de estudios cuantitativos mediante la técnica de ELISA para la determinación de las 
concentraciones de IgG3 (en sobrenadante de cultivos ex vivo, a partir de CSR estimulado 
por LPS) y de IgG1 (en plasma sanguíneo, in vivo, y sobrenadante de CSR, ex vivo, 
estimulado con IL4+aCD40). 
No se observaron diferencias en la cantidad de IgG3 secretada al medio en 
condiciones ex vivo entre los diferentes genotipos: silvestre, Whsc1+/- y Whsc1-/- (Figura 
R-14a). Por el contrario, hay una disminución repetitiva (relación 3 a 1), y altamente 
significativa, en la cantidad de IgG1 soluble, tanto ex vivo como in vivo, si se comparan 
los niveles en WT respecto a Whsc1-/- (Figuras R-14b y R-14c, respectivamente). Además, 
conviene resaltar el hecho de que en ausencia de Whsc1 no existan diferencias entre 
los niveles de anticuerpo IgG1 presentes en sangre periférica entre condiciones de no 
estimulación y pasados 14 días tras la inmunización (Fig. R-14c). Este resultado confirma 
el severo impedimento que las células Whsc1-/- presentan para llevar a cabo el proceso 
de cambio de clase de inmunoglobulina. 
5.2.1.5. La ausencia parcial de Whsc1 impide a las células B competir eficientemente en 
la formación de CG in vivo
Con el objetivo de profundizar en la naturaleza de las deficiencias inmunes que la falta 
de Whsc1 provocaba en un contexto de estimulación antigénica in vivo, decidimos estudiar 
la respuesta inmune en condiciones competitivas in vivo. Para ello, se decidió reconstituir 
animales a partir de mezclas de células WT y Whsc1+/- (a partir de médulas óseas), o 
bien a partir de progenitores obtenidos de hígados fetales WT y Whsc1+/- (usándose como 
donantes animales Ly5.2+ para los genotipos Whsc1+/- y Whsc1-/-, y Ly5.1+ para los WT). 
Debido a la incapacidad de competir que presentan las células Whsc1-/- frente a las WT 
en la reconstitución del sistema hematopoyético (como se explicará más adelante), sólo 
fue posible analizar la competición por la formación y mantenimiento del centro germinal 
de células Whsc1+/- frente a WT. Se analizó una cohorte de animales reconstituidos en 
relación 1:1 a partir de células WT:Whsc1+/-, en condiciones sin estimular (n=4) y a los 7 
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y 14 días tras haber sido inmunizados con eritrocitos de cordero (n=3, a cada tiempo). El 
análisis completo de los resultados de la competición a nivel hematopoyético global se 
describe más adelante, en el siguiente apartado de resultados. 
En lo que afecta al proceso de formación del centro germinal, se observó que en 
la población B, en condiciones no inmunoestimuladas (NI), la contribución de las células 
Whsc1+/- se queda en torno al 30% del total, es decir, estaría en desventaja frente a 
las de genotipo WT. Esto se observa tanto a nivel de médula ósea como de órganos 
hematopoyéticos secundarios (bazo y nódulos linfáticos) y sangre periférica (Fig. 
R-15a, NI). Sin embargo, tras la estimulación, las células B Ly5.2+ (Whsc1+/-) parecieran 
acumularse, o proliferar a mayor velocidad que las silvestres, hecho visible en todos 
los órganos estudiados, tanto a los 7 como a los 14 días tras la inmunización (Fig. R- 
15a). Este acúmulo supera la relación del 50%, que fue el ratio en que se llevó a cabo 
la reconstitución competitiva. A pesar de este comportamiento, si de estas células B 
–viables, PI negativas-, se seleccionan aquellas contribuyen al CG (PNA+, FAS+) y, dentro 
de éstas, aquellas que han hecho cambio de clase de inmunoglobulina (IgG1+), lo que se 
obtiene es que las células Whsc1+/- pasan de ser claramente mayoritarias (como se ha 
mencionado) a ser indiscutiblemente minoritarias a nivel sobre todo de células IgG1+, ya 
incluso a los 7 días tras la inyección, siendo este efecto aún más evidente en los nódulos 
linfáticos (Fig. R-15b). Este comportamiento se observa de manera más notoria a los 14 
días tras la inyección, tanto a nivel de bazo como de nódulos linfáticos, incluso a nivel de 
contribución al CG. Una imagen de FACS representativa de este hecho, a los 14 días tras 
la estimulación, se puede ver en la Figura R-15c. En ella se muestran las contribuciones 
de las células WT (Ly5.1+) y Whsc1+/- (Ly5.2+) a lo largo de la maduración B en médula 
ósea, bazo y nódulos linfáticos. Se observa además cómo el acúmulo de linfocitos B que 
se produce en situación de heterocigosis para Whsc1 es en respuesta a la estimulación, 
pero no se mantiene en las células que entran en la reacción de centro germinal. 
Los linfocitos T Whsc1+/- también tienen un comportamiento diferente al de sus 
competidores WT, tanto a nivel de desarrollo y diferenciación, en timo, como en los 
órganos secundarios y sangre periférica (Fig. R-16, a-b), emulando al comportamiento B 
descrito anteriormente. La diferencia con respecto a las células B es que, en este caso, la 
contribución máxima de las células heterocigotas tiende a no superar el 50%, siendo de un 
máximo 35% en el caso de las CD8. Por otro lado, en competición, se mantiene el sesgo 
a favor de las células CD4 (en la relación CD8/CD4) en el contexto heterocigoto respecto 
al ratio en WT (Figura R-16, c-f). Además, este desequilibrio se acrecienta respecto a WT 
bajo estimulación, siendo el comportamiento de las células Whsc1+/- claramente aberrante 
a los 7 días tras la inmunización (el compartimento T CD8+, no sólo no se incrementa sino 
que tiende a reducirse).
Estos resultados ponen de manifiesto un defecto intrínseco celular dependiente de 
Whsc1 que afectaría a la función de la respuesta inmune, también a nivel linfoide T.
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Figura R-8. Estudio de los reordena-
mientos V(D)J. Como muestras experimentales se empleó ADN extraído a partir de es-
plenocitos B purificados por MACS, procedentes de animales reconstitui-dos Whsc1+/+ (WT), Whsc1+/- o Whsc1-
/-, a las 6-8 semanas tras el trasplante. Como controles se muestran los reor-denamientos V(D)J en un control posi-tivo, a partir ADN procedente de esple-
nocitos B purificados de un ratón WT, y en un control negativo, a partir de ADN procedente de linfocitos T dobles posi-tivos, y el mix de reacción. El estándar de carga viene dado por el rendimien-to de Cu. a) Estudio mediante PCR. Se emplearon: WTs (n=2), Whsc1+/- (n=2) y Whsc1-/- (n=4). b-c) PCR semicuanti-tativa (diluciones seriadas 5X) a partir 
de esplenocitos B purificados y pues-tos en cultivo durante 72h en medio sin condicionar (Fig. R-8b) o condicio-nado con LPS (Fig. R-8c). Se emplea-ron: WTs (n=2) y Whsc1-/- (n=2).
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Figura R-9. Ensayo de cambio de clase de inmunoglobulina, ex vivo, en condiciones de co-cultivo. Se muestra un ejemplo representativo del análisis llevado a cabo a partir de los datos obtenidos por FACS. Resul-tados evaluados tras 72 horas de cultivo en ausencia de estimulación (panel superior), o en presencia de la misma 
(panel inferior). Se muestra: Panel superior) fenotipo de células sin estimular. Confirmación del ratio en que se sembraron las células en co-cultivo. Panel inferior, de izquierda a derecha) células estimuladas (en el ejemplo, con 
LPS+IL4). Selección de las células viables (PI negativas) e identificación de las células competidoras (en función de los marcadores de membrana Ly5.1+ (WT no reconstituido, usado como competidor control) o Ly5.2+ (células expe-rimentales, procedentes de animales reconstituidos: Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/-). Cuantificación de la eficiencia de 
CSR (en el ejemplo, para expresar IgG1 en la superficie celular) para cada competidor.
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Figura R-10. Resumen gráfico de los resultados obtenidos del estudio de la eficiencia de CSR, ex vivo y en 
condiciones de co-cultivo, en un contexto Whsc1+/- o Whsc1-/- frente a las condiciones WT.
Se muestran en gráficas los resultados del estudio estadístico y cuantitativo detallado en la Tabla R-3. Se presenta 
para cada estímulo (eje vertical: LPS, LPS+TGFbeta, IgM+aCD40, LPS+IL4 e IL4+aCD40) la reducción en la eficiencia 
para el cambio de clase a la inmunoglobulina específica (eje horizontal: IgG3, IgA, IgG1 e IgE), cuantificada en esple-nocitos B Whsc1+/- (azul) o Whsc1-/- (rojo), co-cultivados durante 72h, respecto a la eficiencia de respuesta en el CSR obtenido para el competidor silvestre (asumida del 100%). En cada caso, se muestra la media, desviación estándar 
y significación estadística: *p<0.05; **p<0.001; ***p<0.0001.
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Figura R-11. Estudios de proliferación, celularidad total y cuantificación superficial de inmunoglobulina, 
con las generaciones, en el proceso de CSR en condiciones de cultivo puro o co-cultivo. a) Izquierda: FACS plot, ejemplo representativo de la dilución del marcador CellTrace con las generaciones. Centro: Histograma, ejemplo representativo de la distribución poblacional a lo largo de las generaciones, tras 72 horas de cultivo en presencia de CellTrace. Se muestran las generaciones para células estimuladas con LPS Whsc1+/+ (curva negra) o Whsc1-/- (rojo), en condiciones de co-cultivo. Se aprecia el mayor número de células Whsc1-/- remanentes en G0 respecto a la situación silvestre. Derecha: media y desviación estándar del porcentaje de células (WT, negro) o Whsc1-/- (rojo)) en cada generación, tras ser estimuladas, en co-cultivo, con LPS durante 72h. WT, n=11; Whsc1-/-, n=14; repartidos en un mínimo de 6 réplicas independientes. b) Reducción en la capacidad de contribución celular con las generaciones de las células Whsc1-/- respecto a WT, en condiciones de co-cultivo, tras 72h estimuladas con LPS. Como control se testó esta misma capacidad para células Whsc1+/+, procedentes de animales reconstituidos, puestas en co-cultivo frente al mismo WT competidor, en un mismo ensayo, en paralelo, bajo las mismas condicio-
nes. Este ensayo se repite un mínimo de 3 veces, usándose un mínimo de 1 WT y 2 KO por réplica. c) Cuantificación absoluta del número de células muertas (color sólido) y vivas (matriz punteada) tras 72h de cultivo puro, en ausen-cia de estimulación, para células Whsc1+/+ (negro) o Whsc1-/- (rojo). d) Cuantificación absoluta del rendimiento ce-lular tras 72h de cultivo bajo estimulación con LPS, LPS+IL4 o IL4+aCD40, obtenido para células Whsc1+/+ (negro) o 
Whsc1-/- (rojo); se diferencia el número de células vivas (matriz punteada), de las muertas (color sólido). Se muestra la media y desviación estándar de 2 réplicas independientes, con n=1 por réplica, por genotipo y estímulo. e) Rela-ción porcentual entre el número de células vivas y muertas, relativizado a un 100% total, de los datos representados 
en apartado d) anterior. f) Retraso en la cinética de expresión superficial de inmunoglobulina en un contexto de CSR, ex vivo, de las células Whsc1-/- respecto al genotipo silvestre. Izquierda: Ejemplo representativo de la cinética de 
expresión superficial de IgG1 con las generaciones, en células Whsc1+/+ y Whsc1-/-, procedentes de animales recons-tituidos, tras haber sido estimuladas con LPS+IL4 durante 72h. Derecha) Ejemplo representativo del incremento del 
porcentaje de células que expresan IgG1 superficialmente con las generaciones, así como del máximo de expresión, de células Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/-, procedentes de animales reconstituidos, tras 72h de cultivo estimuladas con IL4+aCD40. Se llevaron a cabo un mínimo de 3 réplicas independientes, bajo diferentes estímulos, usándose como mínimo 1 animal WT y heterocigoto y 2 Whsc1-/- por réplica. 
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Figura R-12.  Ejemplos representativos de la aparición de células B de de centro germinal (CG), en bazo. 
De arriba a abajo se muestra: arriba) el perfil de un bazo procedente de un animal silvestre sin inmunizar. No se aprecian células dobles positivas FAS-PNA, marcadores selectivos de células que forman CG.  Paneles intermedio e 
inferior) perfil de bazos procedentes de animales  a los 13 días tras haber sido inmunizados con SRBC. Se observa la aparición de una población FAS+PNA+ (CG), en la cual pueden distinguirse dos poblaciones celulares en virtud de la 
expresión de IgG1 en su superficie: células IgG1+ (que han hecho CSR eficientemente) o IgG1 negativas. Todas ellas son células B220+. Panel intermedio: ensayo con animales Whsc1+/+ o Whsc1+/-, hermanos de camada y 8 semanas de edad. Panel inferior) ensayo con un animal silvestre y otro Whsc1-/- reconstituido, de 8 semanas.
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Figura R-13. Estudio de la respuesta inmune a nivel linfoide, respecto a condiciones en reposo. 
Se muestran graficados los resultados obtenidos mediante análisis de FACS de las poblaciones linfoides en animales control (no inyectados, NI) o experimentales (pasados 13 días tras haber sido inmunizados con SRBC), de genotipo silvestre (WT, negro), Whsc1+/- (heterocigoto, azul) o Whsc1-/- (KO, rojo). Se muestran media y desviación estándar 
para cada parámetro o población representada, así como el pvalue de las diferencias significativas y su significación estadística. Los datos crudos se recogen en la Tabla Suplementaria 2. a) % de esplenocitos B. b) Esplenocitos B que hacen CG. c) Células IgG1+ respecto al genotipo silvestre. d) % de células B marginales, dentro del compartimento B. e-g) Ratio CD8/CD4 en timo, nódulos linfáticos y bazo, respectivamente.
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Figura R-14.  Cuantificación de inmunoglobulina secretada en respuesta a CSR ex vivo o a inmunización in 
vivo.  Se determinó por ELISA la cantidad de inmunoglobulina soluble (isotipos IgG3 o IgG1) secretada por células Whsc1+/+ (WT, negro), Whsc1+/- (HET, azul) o Whsc1-/- (KO, rojo) en respuesta a un estrés inmunogénico inducido. Se represen-ta la media y desviación estándar de los valores obtenidos para cada genotipo y condición. Cuando se consideró im-portante, se calculó además el pvalue. El tamaño muestral para cada genotipo y contexto se expone junto al genotipo 
(eje X). a) Cuantificación de la IgG3 soluble presente en el sobrenadante de cultivos estimulados con LPS durante 72h (ensayos de CSR, ex vivo). Como muestras experimentales se tomaron sobrenadantes procedentes ensayos de 
CSR independientes. Sobrenadantes de células sin estimular dan una señal dentro del ruido de fondo. b) Cuantifica-ción de la IgG3 soluble presente en el sobrenadante de cultivos estimulados con IL4+aCD40 durante 72h (ensayos de CSR, ex vivo). Como muestras experimentales se tomaron sobrenadantes procedentes ensayos de CSR independien-tes. Sobrenadantes de células sin estimular dan una señal dentro del ruido de fondo. c) IgG1 soluble presente en el plasma sanguíneo de animales Whsc1+/+ (reconstituidos, o no) o Whsc1-/- a los 14 días tras haber sido inmunizados con eritrocitos de cordero. Para determinar los niveles basales de IgG1 plasmática en ausencia de inmunización se empleó plasma obtenido de animales WT no inyectados (WT-NI).
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Figura R-15. Variación en la contribución al compartimento B del genotipo Whsc1+/- entre una situación de 
estrés inmune respecto al estado de reposo, en condiciones competitivas frente a WT, in vivo. Se reconstituyeron un total de 10 animales a partir de una mezcla de médulas óseas procedentes de animales silves-tres (Ly5.1+) o Whsc1+/- (Ly5.2+), en relación 1:1. 6 de estos animales fueron inmunizados con eritrocitos de cordero 
con el objetivo de analizar la RCG pasados 7 (n=3) ó 14 (n=3) días tras la inyección, por citometría de flujo. Los 4 animales reconstituidos restantes se usaron como controles negativos de inmunoestimulación. a) Se muestra el porcentaje de contribución del competidor Whsc1+/- (células Ly5.2+) al compartimento B total en condiciones de no estimulación (NI), a los 7 (7 dpi) y a los 14 días tras la inmunización (14 dpi), en diferentes órganos hematopoyéti-cos (médula ósea -BM-, bazo -SPL-, nódulos linfáticos inguinales o axilares -LN ing/axi- y sangre periférica -PB). Los valores promedios se representan en un diagrama de barras con la media y desviación estándar. b) Disminución en la contribución del competidor Whsc1+/- (células Ly5.2+) a las subpoblaciones B con la maduración (células B totales, células B de centro germinal (GC) y células B del CG IgG1+), en bazo y nódulos linfáticos, a los 7 y 14 días tras la in-
munización. c) (ver en PÁGINA SIGUIENTE). Figura de FACS representativa: Panel superior: definición de las pobla-ciones y subpoblaciones a evaluar en los diferentes órganos de estudio. Panel inferior: Porcentaje de contribución del competidor Whsc1+/- (células Ly5.2+) a las subpoblaciones B con la maduración (células B totales, células B de CG y células B del CG IgG1+), en médula ósea, bazo y nódulos linfáticos, a los 14 días tras la inmunización, respecto a un animal reconstituido no inmunizado.
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Figura R-15. Variación en la contribución al compartimento B del genotipo Whsc1+/- entre una situación de 
estrés inmune respecto al estado de reposo, en condiciones competitivas frente a WT, in vivo. Se reconstituyeron un total de 10 animales a partir de una mezcla de médulas óseas procedentes de animales silves-tres (Ly5.1+) o Whsc1+/- (Ly5.2+), en relación 1:1. 6 de estos animales fueron inmunizados con eritrocitos de cordero 
con el objetivo de analizar la RCG pasados 7 (n=3) ó 14 (n=3) días tras la inyección, por citometría de flujo. Los 4 animales reconstituidos restantes se usaron como controles negativos de inmunoestimulación. c) Figura de FACS 
representativa: Panel superior: definición de las poblaciones y subpoblaciones a evaluar en los diferentes órganos de estudio. Panel inferior: Porcentaje de contribución del competidor Whsc1+/- (células Ly5.2+) a las subpoblaciones B con la maduración (células B totales, células B de CG y células B del CG IgG1+), en médula ósea, bazo y nódulos linfáticos, a los 14 días tras la inmunización, respecto a un animal reconstituido no inmunizado. [ a) y b) se muestran en la página anterior]
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Figura R-16. Estudio comparativo del comportamiento de la población linfoide T, en condiciones de reposo o 
bajo estrés inmune, entre células Whsc1+/- y células silvestres, bajo condiciones competitivas, in vivo. Se reconstituyeron un total de 10 animales a partir de una mezcla de médulas óseas procedentes de animales silves-tres (Ly5.1+) o Whsc1+/- (Ly5.2+), en relación 1:1. 6 de estos animales fueron inmunizados con eritrocitos de cordero 
con el objetivo de analizar la RCG pasados 7 (n=3) ó 14 (n=3) días tras la inyección, por citometría de flujo. Los 4 animales reconstituidos restantes se usaron como controles negativos de inmunoestimulación. a) Contribución de las células Ly5.2+ (Whsc1+/-) a la población linfoide T-CD4+ en condiciones basales (sin inmunizar, NI), a los 7 (7 dpi) y a los 14 días tras la inmunización (14 dpi), en timo (THY), bazo (SPL), nódulos linfáticos inguinales (LN ing) y sangre periférica (PB). Se muestra media y desviación estándar. b) Ídem a) pero para las células T-CD8+. c-f) Relación CD8/CD4 en la población competidora WT (barras negras) o Whsc1+/- (barras grises) en condiciones sin estimulación, o bien tras ser inmunizados, a los 7 y 14 días desde la inyección, en diferentes órganos. c) Timo. d) Bazo. e) Nódulos linfáticos inguinales. f) Sangre periférica. Para cada caso, genotipo y órgano, se muestra la media y desviación es-tándar.
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6. Efectos de la pérdida de función de Whsc1 en ensayos de re-
constitución de médula ósea en condiciones competitivas
Hasta ahora hemos presentado varias evidencias de que la falta de Whsc1 
causa alteraciones a nivel tanto de desarrollo como de función de varios tipos celulares 
hematopoyéticos, especialmente los linfoides (principalmente B), así como de que 
Whsc1 también estaría implicado en el mantenimiento de la población stem a medio (3 
meses) y largo plazo (6 meses) (ver Resultados 1 y 2). Se sabe que los bloqueos en la 
diferenciación a veces no resultan completamente evidentes cuando todas las células 
del sistema poseen la misma modificación genética, debido a que todos los progenitores 
tienen el mismo potencial. Para promocionar la puesta de relieve de los efectos que una 
modificación genética pueda estar causando a nivel de sistema de hematopoyético, se 
llevan a cabo ensayos de reconstitución de médula ósea en condiciones competitivas. 
Este tipo de ensayos permite evaluar, por citometría de flujo principalmente, el porcentaje 
de contribución de las células madre mutadas (Whsc1+/- o Whsc1-/-, en nuestro caso) a 
cada diferente tipo celular, en condiciones competitivas frente a células “sanas” (WT). De 
manera paralela, se puede evaluar la eficiencia de reconstitución e identificar bloqueos 
en la diferenciación mediante estudios cinéticos de reconstitución a corto plazo (entre 
0 y 15 días), lo cual permite evaluar la velocidad a que se diferencian las células, y su 
rendimiento para rellenar los distintos compartimentos.
6.1. Las células Whsc1+/- muestran una desventaja competitiva 
frente a las células WT
Por todo ello, con objeto de profundizar en la función de Whsc1 dentro del sistema 
sanguíneo, decidimos llevar a cabo trasplantes competitivos de médula ósea adulta, 
partiendo de un ratio inicial 1:1 Whsc1+/-:WT, usando como donantes médulas óseas de 
animales WT (Ly5.1+) y Whsc1+/- (Ly5.2+), de entre 6 y 8 semanas de edad. El experimento 
se replicó en dos ocasiones, y en la segunda se utilizó también un ratio de inyección 
1:4, a favor de las células heterocigotas. Además, para identificar, si los hubiera, efectos 
dependientes de la edad de las células donantes, se llevó a cabo, en paralelo, otro ensayo 
competitivo en ratio 1:1 tomando como células donantes progenitores hematopoyéticos 
obtenidos a partir de hígado fetal WT (Ly5.1+) y Whsc1+/- (Ly5.2+). El ratio de contribución 
para el mix de células inyectado se verificó por citometría de flujo (Fig. Sup. 4). 
Por monitorización en sangre periférica se observa, en general, una desventaja de 
las células Whsc1+/- a la hora de contribuir a las poblaciones linfoides (Figura R-17a). 
Esta desventaja (en torno al 1:4, para linfocitos B y T CD4+, y 1:5 para células T CD8+)
se mantiene durante los 9 meses de monitorización, y parece acentuarse con la edad de 
las células donantes, siendo más evidente para la competición a partir de células madre 
hematopoyéticas procedentes de médulas óseas adultas. De nuevo, el linaje mieloide 
parece ser el menos afectado, manteniéndose la contribución de ambos genotipos en 
una relación aproximada a los ratios de inyección en el momento del trasplante.
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La desventaja competitiva observada para las células heterozigotas puede 
rescatarse incrementando 4 veces el porcentaje de células progenitoras en la mezcla 
de inyección (ratio 4:1, a favor de las células Whsc1+/-), magnitud que coincide con la 
desventaja observada a partir de la competición 1:1 (ver Figura R-17, ratio 1:1 vs ratio 4:1, 
a partir de médulas óseas adultas). De esta forma, inyectando una relación 4:1 a favor 
de las células Whsc1+/- se alcanzan porcentajes de contribución, en sangre periférica, 
cercanos al 50% de contribución para los linfocitos, compensando así su desventaja 
competitiva. En el compartimento mieloide, las células Whsc1+/- (que llegaban ya al 50% 
en una inyección a un ratio 1:1), al inyectar 1:4 alcanzan un 80%.
Estos resultados sugerirían que el problema no se trataría tanto de un fallo de injerto 
(pues el linaje mieloide se mantiene en los ratios de inyección), sino más bien de un 
problema de estadios de diferenciación linfoides más allá de la célula stem. Para valorar 
esta última posibilidad, se llevó a cabo un seguimiento del desarrollo y diferenciación 
de las diferentes poblaciones hematopoyéticas, desde sus órganos generadores hasta 
la periferia, por citometría de flujo. Los resultados obtenidos (Figura R-17b) muestran 
que la deficiencia competitiva para el linaje linfoide observada en los sangrados para las 
células Whsc1+/- respecto a las células WT se debe a un proceso progresivo de pérdida 
de competitividad a medida que se produce la diferenciación de linaje. Así, mientras el 
compartimento stem se mantiene relativamente constante en un ratio aproximado al de 
inyección, el linfoide –tanto T como B- va perdiendo contribución heterocigota de manera 
sostenida. Este hecho no se observa para la población mieloide, población sobre la cual 
no parece que Whsc1 juegue un papel importante, al menos en heterocigosis. 
6.2 Las células Whsc1-/- son incapaces de competir frente a células 
WT
Los ensayos de reconstitución de médula ósea a partir de progenitores 
hematopoyéticos procedentes de hígado fetal habían mostrado, en condiciones no 
competitivas, cómo la eficiencia de repoblación de las células Whsc1-/- estaba ralentizada 
respecto a células WT y Whsc1+/-, así como también estaba seriamente comprometida 
su capacidad para reconstituir y mantener los linajes linfoides (principalmente el B) y, en 
menor medida, las poblaciones de granulocitos. Además, la tasa de fallos de reconstitución 
era significativamente más elevada para este genotipo, y las poblaciones troncal (LSK) y 
progenitoras linfoides (CLP “enriched”) se hallaban reducidas frente a la media observada 
en animales reconstituidos a partir de células WT y heterocigotas (Resultados 1). Estos 
resultados parecían indicar que la falta de las dos copias funcionales del gen Whsc1 tenía 
serias consecuencias para el mantenimiento de la población troncal hematopoyética, así 
como para el desarrollo y mantenimiento, principalmente, de las poblaciones linfoides.
Para estudiar más en detalle cómo la deleción de las dos copias de Whsc1 podría 
estar afectando a la capacidad de reconstitución del sistema hematopoyético, y la 
capacidad de mantenimiento del mismo a medio y largo plazo, se llevaron a cabo ensayos 
de reconstitución de médula ósea en condiciones competitivas frente a células WT. Para 
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llevar estos ensayos a efecto, se emplearon como donantes fetos de E18-E19, de WT 
(Ly5.1+) o Whsc1-/- (Ly5.2+), y como receptores ratones RAG1-/- o bien silvestres (Ly5.1+/
Ly5.2+ heterocigotos) letalmente irradiados. Los ratios de inyección se confirmaron por 
citometría de flujo.
En un primer ensayo se reconstituyeron 10 recipientes en ratio 1:1. Para controlar 
que las células KO fueran capaces de reconstituir el sistema en ausencia de competición, 
otros 11 animales fueron inyectados sólo con células KO. Un primer sangrado a los 20 días 
tras el trasplante (momento en que las células diferenciadas a partir de los progenitores 
trasplantados comienzan a ser visibles en sangre) reveló el grave impedimento que las 
células Whsc1-/- sufren para contribuir a las diferentes poblaciones hematopoyéticas, 
incluyendo la mieloide (Figura R-18a), manifestado en condiciones competitivas. Este 
impedimento se acentúa con el tiempo, de manera que las células B y T para el genotipo 
Whsc1-/-, fenotípicamente Ly5.2+, desaparecen al cabo de 8 semanas y las mieloides 
están severamente disminuidas (Figura R-18b).
Al igual que para las células heterocigotas, nos preguntamos si podríamos 
rescatar, al menos parcialmente, el fenotipo de impedimento competitivo incrementando 
la representación celular KO en la mezcla de partida. Para testar esta posibilidad, se 
realizaron 3 ensayos en condiciones competitivas, en ratios 2:1, 5:1 y 20:1 a favor de 
las células Whsc1-/- (ratios confirmados por citometría de flujo). A diferencia de lo que se 
observó en condiciones de heterocigosis, no se consigue rescatar el fenotipo para las 
células Whsc1-/- (Figura R-18c). Únicamente la población mieloide permanece a largo 
plazo, aunque seriamente disminuida respecto al ratio de inyección (Fig. R-18c).
Por otro lado, analizando la contribución de las células Whsc1-/- a la competición 
a lo largo de la diferenciación celular desde el compartimento stem, lo que se observa 
es (Figura R-19), al igual que ocurría con las células Whsc1+/- en competición, una 
disminución paulatina de la potencia competitiva de las células Whsc1-/- respecto a las 
WT, ligada a diferenciación celular (restringido al compartimento linfoide) y a la edad. 
En la Figura R-19 se comparan los porcentajes de contribución de las células Whsc1-/- 
(Ly5.2+) a partir del trasplante competitivo en ratio 20:1, para los diferentes linajes cuyo 
proceso de diferenciación se estudió, a los 3 y 7 meses tras el trasplante. En la Figura 
Suplementaria 5 se muestra un ejemplo representativo de la pérdida de contribución 
a la población linfoide B con la diferenciación, pero no al compartimento mieloide, que 
experimentan las células Whsc1-/-.
A grandes rasgos, se observa cómo la contribución de las células Whsc1-/- al 
compartimento stem (células LSK) y progenitor (CMP y CLP) es más elevada que la 
cuantificada en las células diferenciadas, excepto a nivel mieloide. En los compartimentos 
linfoides, el impedimento competitivo se manifiesta con mayor intensidad en las primeras 
etapas de diferenciación celular (paso de proB a preB, y entrada a timo como DN) (Fig. 
R-19, 3 meses tras el trasplante). Por otro lado, si se comparan los porcentajes de 
contribución Whsc1-/- a los 3 meses tras el trasplante respecto a la situación a los 7 meses, 
se observa un agravamiento del impedimento competitivo asociado al envejecimiento, que 
se manifiesta principalmente en la contribución a las poblaciones troncales y progenitoras, 
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pasando éstas de un 45% del nicho (a los 3 meses tras el trasplante) a apenas un 20% 4 
meses después (Fig. R-19, comparar contribución a poblaciones LSK, CLP y CMP a los 
3 y 7 meses). 
 Recapitulando los resultados obtenidos hasta ahora, estos sugerirían que el 
impedimento intrínseco al linaje linfoide observado para las células Whsc1-/- se hace 
más notable en etapas de diferenciación B que son dependientes de la proliferación 
celular y/o de reordenamientos genéticos a nivel de ADN. Para esclarecer si las células 
Whsc1-/- competidoras podrían tener comprometida su supervivencia durante estas 
etapas, se cuantificó por citometría de flujo el porcentaje de células muertas (Ioduro de 
propidio positivas, PI+) en el linaje B, a lo largo de su diferenciación en médula ósea, en 
comparación con la situación silvestre y con el estatus de viabilidad de una población 
neutral entre ambos genotipos: la mieloide. Los resultados (Fig. Sup. 6) sugieren una 
mayor tasa de mortalidad (hasta 15 veces superior, respecto a las condiciones silvestres) 
asociada específicamente a la diferenciación B para las células Whsc1-/-. No se hallaron 
diferencias significativas en viabilidad celular durante la diferenciación doble negativa en 
timo (datos no mostrados).
6.3. La pérdida de Whsc1 afecta a la capacidad de autorrenovación 
y/o mantenimiento de la quiescencia a nivel de las células madre 
hematopoyéticas
Una manera de testar la capacidad de autorrenovación y mantenimiento celular 
a nivel troncal hematopoyético es forzar artificialmente la salida de quiescencia de las 
células stem mediante trasplantes seriados de médula ósea. De esta manera se obliga 
a las células troncales a funcionar como tales, una y otra vez, para reconstituir, con cada 
sub-trasplante, un sistema hematopoyético completo desde su origen; a la vez que han 
de ser capaces de mantener su propio compartimento por autorrenovación.
Para evaluar este aspecto, una vez pasadas 12 semanas tras el primer trasplante 
(en condiciones no competitivas), y a partir de animales reconstituidos con hígado fetal 
WT, Whsc1+/- y Whsc1-/- (recipientes primarios), se extrajeron las médulas óseas totales 
de fémures y tibias para llevar a cabo un primer trasplante seriado (trasplante secundario) 
de médula ósea.  A partir de estos animales, “recipientes secundarios”, se esperó otras 
12 semanas y se repitió el procedimiento para reconstituir “recipientes terciarios”. Se 
usaron un mínimo de dos animales donantes para cada genotipo por cada serie. El 
número de donantes y recipientes primarios, secundarios y terciarios empleados, así 
como la fuente de células donantes, se recogen en la Tabla R-4. Los recipientes pueden 
ser, o bien ratones RAG1-/- (Ly5.2+) o bien C57Bl/6 (Ly5.1+), ambos letalmente irradiados. 
Este ensayo se repitió dos veces (Tabla R-4). Todos los animales reconstituidos fueron 
sangrados y monitorizados a corto, medio y largo plazo, por citometría de flujo. De una 
cohorte de ellos además se llevó a cabo una biometría hemática, a medio plazo.
Resultados 3
169
6.3.1. Las células Whsc1-/- muestran graves impedimentos para la 
regeneración de los linajes hematopoyéticos en trasplantes seriados
La Figura R-20a muestra un ejemplo del estado de repoblación del sistema 
hematopoyético, medido en sangre periférica por FACS, en un recipiente secundario 
representativo para cada genotipo, a las 4 semanas y tras 6 meses desde el trasplante, 
o terciario a las 4 y 14 semanas. Las gráficas (Figura R-20b) muestran la cinética de 
reconstitución del sistema hematopoyético, y su mantenimiento a lo largo del tiempo, para 
el trasplante secundario o terciario. 
En trasplante secundario, y de manera general, ya se observa un ligero efecto de 
dosis génica entre Whsc1+/- y WT, ausente en los trasplantes primarios, para repoblar el 
compartimento B (en médula ósea esta disminución está en torno al 50%, *p=0.021; WT, 
n=5 y HET, n=4). Por su parte, los recipientes secundarios Whsc1-/- son incapaces de 
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Un “Número de donantes” superior a 1 indica cuántos hígados fetales o médulas óseas donantes fueron mezcladas 
como fuente celular.
Tabla R-4. Sumario de los animales donantes y recipientes utilizados en ensayos de reconstitución de 
médula ósea seriados. Se muestra, para cada una de las dos réplicas del ensayo y genotipo de las células donantes (Whsc1+/+, 
Whsc1+/- o Whsc1-/-), la fuente celular de las células donantes (hígado fetal o médula ósea), el número de animales donantes (fetos o animales ya reconstituidos, para llevar a cabo un nuevo trasplante seria-do) y el número de animales recipientes (letalmente irradiados y de genotipo o RAG1-/- o C57Bl/6 (Ly5.1+).
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reconstituir este compartimento y el linaje T está seriamente impedido, aunque el ratio 
CD8/CD4 no presenta diferencias. Estas alteraciones se manifiestan también en médula 
ósea y timo (Figura Suplementaria 7a, a las 12 semanas tras el trasplante); en el bazo 
se observa claramente la ausencia de repoblación del compartimento B en recipientes 
secundarios Whsc1-/-. Además, pasados 6 meses tras el trasplante, los recipientes 
secundarios KO en los que aún se mantiene una mínima población B en médula ósea, 
esta está acumulada en proB (Figura Suplementaria 7b). Por otro lado, estos recipientes 
secundarios, a diferencia de sus equivalentes reconstituidos con células Whsc1+/- o 
Whsc1+/+, presentan eritropoyesis extramedular (signo de insuficiencia medular) y una 
elevada muerte celular B (Figura Suplementaria 8). De nuevo, la población mieloide 
parece no dar muestras de agotamiento, constituyendo casi el 100% de las células 
observadas en la sangre de los recipientes secundarios reconstituidos con células Whsc1-
/-, si bien su perfil no es normal en comparación a WT y Whsc1+/-, a nivel de médula ósea 
y bazo (Figura Suplementaria 7a). A nivel stem, se observa una reducción significativa 
de la población LSK Whsc1-/- respecto a WT y Whsc1+/-; esta reducción se acentúa si se 
estudia el compartimento CLP “enriched”, para el cual la reducción parece ser dependiente 
de la dosis de Whsc1 (Figuras Suplementarias 7a y 9). A nivel CMP no se observaron 
diferencias entre los diferentes genotipos (no mostrado). En términos de supervivencia, 
no se hallaron diferencias entre los recipientes secundarios reconstituidos con células 
WT, Whsc1+/- y Whsc1-/- (datos no mostrados). 
Para cuantificar en términos absolutos la capacidad de repoblación de los diferentes 
genotipos en trasplante secundario seriado, y determinar si el estatus sanguíneo de la 
línea roja también pudiera estar afectado en estos recipientes en función del genotipo 
de las células donantes, se llevó a cabo una biometría hemática completa de todos los 
animales reconstituidos, a las 6 semanas tras el trasplante. Los resultados obtenidos 
(Fig. R-21) indican que los recipientes secundarios reconstituidos a partir de células 
Whsc1-/- presentan indicios de anemia por aplasia medular, ya que muestran, además de 
una pancitopenia general, una disminución patológica de los niveles de hemoglobina en 
sangre y del valor del hematocrito. La Tabla Suplementaria 5 recoge la media y valores 
mínimo y máximo para cada parámetro medido y genotipo.
Observando el agravamiento del fenotipo Whsc1-/- en trasplante secundario, 
decidimos forzar una vez más la capacidad stem de estas células, llevando a cabo un 
trasplante terciario mediante la reconstitución de nuevos recipientes a partir de médulas 
óseas procedentes de recipientes secundarios reconstituidos Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-
/- (el tamaño muestral, por genotipo y réplica, se recoge en la Tabla R-4). A los 20 días 
tras el trasplante, tan sólo un 30% de los recipientes terciarios reconstituidos a partir de 
células Whsc1-/- permanecía con vida; este porcentaje se redujo al 12% (4 animales de 32) 
pasados 60 días. Los últimos 2 recipientes terciarios “KO” tuvieron que ser sacrificados 
a los 102 días por hallarse en estado moribundo. Este resultado, pone de manifiesto un 
fallo medular grave, y una pérdida de la capacidad stem de autorrenovación y quiescencia 
bajo condiciones de estrés en las células Whsc1-/-. Este efecto, al menos en términos de 
supervivencia, no se observa en condiciones de heterocigosis. El seguimiento completo 
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de supervivencia de los receptores del trasplante terciario se recoge en la Figura R-22.
Una monitorización por sangrado, seguido de análisis por citometría de flujo, de 
los recipientes terciarios supervivientes a las 4 y 14 semanas tras el trasplante (Figura 
R-20a, panel inferior) puso de manifiesto la ausencia total de células B o T en periferia 
en los recipientes Whsc1-/-, así como una disminución del potencial de repoblación de 
las células tanto WT como Whsc1+/-, respecto al trasplante secundario. Esta deficiencia 
es más más acusada en un contexto Whsc1 heterocigoto que WT, y es más notable a 
nivel de linfocitos B; además, no se recupera con el tiempo en ausencia de una copia 
de Whsc1, tampoco en médula ósea (Figura Suplementaria 10). Por su parte, análisis 
completos por FACS de recipientes terciarios Whsc1-/- supervivientes muestran una 
sobre-reducción del compartimento LSK en comparación a WT, así como ausencia del 
compartimento B y un perfil de diferenciación aberrante a nivel mielo-eritroide, en médula 
ósea; este hecho viene acompañado de una evidente eritropoyesis extra-medular a nivel 
esplénico (Fig. Sup. 10).
6.4. La pérdida de Whsc1 reduce la capacidad de injerto de las 
células a corto plazo
Con el objetivo de acotar aún más el defecto celular exhibido en ausencia de Whsc1, 
y determinar además desde qué momento se manifiesta el impedimento competitivo 
frente a una situación WT, se llevó a cabo un ensayo de reconstitución de médula ósea, a 
partir de progenitores hematopoyéticos procedentes de hígado fetal (E18), en condiciones 
competitivas 1:1 (WT, Ly5.1+, frente a Whsc1-/-, Ly5.2+), para monitorizar la eficiencia de 
injerto y cinética de repoblación a muy corto plazo: 24, 48 y 96 horas, 7, 15 y 30 días. Se 
analizaron 3 recipientes reconstituidos en condiciones competitivas por cada intervalo 
temporal y, en paralelo, como control cinético, se analizó un recipiente reconstituido sólo 
con células WT o sólo con células Whsc1-/- (por genotipo donante y punto de medida). 
Como recipientes se utilizaron ratones WT, Ly5.1+/Ly5.2+, letalmente irradiados. Para 
efectuar la monitorización se analizaron por FACS la diferenciación y repoblación B, 
mieloide y T, en los órganos habituales y sangre periférica; también se estudiaron las 
poblaciones progenitoras. Este ensayo se repitió 2 veces, obteniéndose resultados 
repetitivos en ambos casos. A 24 horas no se obtuvieron resultados concluyentes debido 
a la alta mortalidad celular y ruido de fondo a este tiempo. La Figura R-23 recoge los 
resultados del estudio para el compartimento LSK, células B totales y mieloides, en médula 
ósea. Como puede observarse, la mayoría de las células en todos los estadios son células 
Ly5.1+ (WT), indicando que las células Whsc1-/- muestran un defecto competitivo grave, 
que se aprecia desde el primer momento del proceso de reconstitución, y que afecta a 
todos los linajes desde el inicio del proceso de diferenciación hematopoyética, siendo 
especialmente sensibles los linfocitos B. El análisis equivalente en bazo se muestra en 
la Figura Suplementaria 11. Para la repoblación de población T se obtuvieron resultados 
similares a los de las células B. Así, los resultados apuntan a que las células Whsc1-
/- están impedidas desde el momento cero, lo que parece indicar un daño intrínseco a la 
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célula progenitora donante, adicional al ya observado a nivel de diferenciación.
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Figura R-17. Monitorización de la cinética de reconstitución para las diferentes poblaciones hematopoyéti-
cas, y su mantenimiento a largo plazo, bajo condiciones competitivas, entre células Whsc1+/- y silvestres.Se llevaron a cabo ensayos de reconstitución de médula ósea en condiciones competitivas, a diferentes ratios, entre células WT (Ly5.1+) y células Whsc1+/- (Ly5.2+). a) Resultados de la monitorización, por análisis de citometría de flujo 
a partir de sangre periférica y a lo largo de 9 meses, de la contribución de las células donantes a la población linfoide B (células competidoras WT, negro; células competidoras Whsc1+/-, azul. Panel superior), así como de la contribución de las células Whsc1+/- al total de las poblaciones linfoide T CD4+ (línea verde), linfoide T CD8+ (rojo) y mieloide (ama-rillo) (panel inferior). Se muestran los resultados obtenidos a partir de una reconstitución a partir de hígado fetal (ra-tio 1:1, n=5 animales reconstituidos) o a partir de mezclas de médulas óseas adultas en ratio 1:1 (n=5) ó 1:4 (n=15), a favor de las células Whsc1+/-. Se representa la media y desviación estándar para cada punto de análisis y población. El ensayo a partir de médulas óseas adultas en ratio 1:1 se repitió a partir de nuevos donantes, reconstituyéndose un total de 20 animales y obteniéndose resultados repetitivos. b) Contribución de las células Whsc1+/- a los principales linajes hematopoyéticos con la diferenciación. Se analizaron por FACS 5 animales reconstituidos en condiciones com-petitivas (ratio 1:1, a partir de células WT y Whsc1+/-, de entre 3-7 meses de edad) y se cuantificó la contribución de las células Whsc1+/- al compartimento stem (LSK) y progenitor (CLP o CMP), así como a lo largo de las subpoblaciones B y T, y población mieloide, en los distintos órganos hematopoyéticos y sangre periférica. Se representa la media y SEM. Abreviaturas: MO, Médula Ósea; MZ, células B marginales; FOL, células B foliculares; DN: Células T dobles negativas.
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Figura R-18. Estudio de la capacidad competitiva de las células Whsc1-/- frente a células silvestres, en ensa-
yos de reconstitución competitiva de médula ósea, a largo plazo. Se llevaron a cabo ensayos de reconstitución de médula ósea a partir de progenitores obtenidos de hígados fetales 
de animales E18-19 de genotipo silvestre (WT, Ly5.1+) o Whsc1-/- (Ly5.2+), en condiciones competitivas, a diferentes ratios. La contribución de las células Whsc1-/- a las principales poblaciones sanguíneas (linfocitos B, células T (CD8+ y CD4+) y población mieloide) se monitorizó durante un mínimo de 28 semanas mediante sangrado seguido de aná-
lisis por citometría de flujo. a) Figura de FACS representativa del estado de reconstitución hematopoyética para las células B y mieloides en un individuo reconstituido a partir de una mezcla 1:1, a los 20 días tras el trasplante, en san-gre periférica. Para cada población se muestra la contribución de cada genotipo donante. b) Monitorización a largo plazo, en sangre periférica, de la contribución de las células Whsc1-/- al total de las poblaciones mieloide (amarillo), B (rojo), linfocitos T CD4+ (azul) y células T CD8+ (verde). Se representa la media y desviación estándar para cada pun-to y población. n=10 animales reconstituidos, en ratio 1:1. c) Monitorización a largo plazo, en sangre periférica, de la contribución de las células Whsc1-/- al compartimento B (izquierda), T (centro) y mieloide (derecha), para diferentes ratios de competición, a favor de las células Whsc1-/-: 20:1 (rojo, n=7 animales reconstituidos), 5:1 (azul, n=8) y 2:1 (verde, n=12). Se representa la media y desviación estándar para cada punto temporal, población y competición.
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Figura R-19. Estudio comparativo de la capacidad competitiva de las células Whsc1-/- frente a células silves-
tres en ensayos de reconstitución de médula ósea, a largo plazo. 
Se cuantificó, por citometría de flujo, el porcentaje de contribución de las céluls Whsc1-/- a los principa-les linajes hematopoyéticos (B, T y mieloide) a lo largo de diferentes estadios de diferenciación. Las cé-lulas KO (Ly5.2+) fueron inyectadas en ratio 20:1 a favor, frente a células WT (Ly5.1+). Se evaluó su contribución a los 3 y 7 meses tras el trasplante. Se representan las medias y SEM para cada población. Abre-viaturas: MO, Médula Ósea; MZ, Células B marginales; FOL, células B foliculares; DN, timocitos dobles negativos.
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Figura R-20. Cinética de reconstitución y mantenimiento a medio-largo plazo del sistema hematopoyético 
en trasplantes seriados comparando las células Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/-. A partir de recipientes primarios reconstituidos con progenitores hematopoyéticos procedentes de hígado fetal 
E19 Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/- se llevaron a cabo trasplantes seriados de médula ósea para generar recipientes secundarios y terciarios reconstituidos (ver apartado 6.3. y Tabla R-4). Para cada uno de los individuos reconsti-tuidos en trasplante secundario o terciario, se llevó a cabo un seguimiento por sangrado seguido de análisis por 
citometría de flujo con el objetivo de valorar la cinética de reconstitución del sistema sanguíneo, y su manteni-miento con el tiempo. Se llevaron a cabo 2 réplicas independientes, a partir de donantes diferentes (mínimo 2 do-nantes por genotipo y serie).  a) Panel superior: ejemplo representativo para cada genotipo de un animal recons-tituido en trasplante secundario, a las 4 semanas y 6 meses tras el trasplante. Se muestra la contribución de los linajes B y mieloide, y linfoide T CD8+ o CD4+ al total de células blancas en sangre periférica. Panel inferior: ejemplo representativo para cada genotipo de un animal reconstituido en trasplante terciario, a las 4 y 14 semanas tras el trasplante. Se comparan las mismas poblaciones analizadas en el panel superior. b) VER PÁGINA SIGUIENTE.
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Figura R-20 (CONTINUACIÓN). Cinética de reconstitución y mantenimiento a medio-largo plazo del sistema 
hematopoyético en trasplantes seriados comparando las células Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/-. A partir de recipientes primarios reconstituidos con progenitores hematopoyéticos procedentes de hígado fetal 
E19 Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/- se llevaron a cabo trasplantes seriados de médula ósea para generar recipientes secundarios y terciarios reconstituidos (ver apartado 6.3. y Tabla R-4). Para cada uno de los individuos reconsti-tuidos en trasplante secundario o terciario, se llevó a cabo un seguimiento por sangrado seguido de análisis por 
citometría de flujo con el objetivo de valorar la cinética de reconstitución del sistema sanguíneo, y su mantenimiento con el tiempo. Se llevaron a cabo 2 réplicas independientes, a partir de donantes diferentes (mínimo 2 donantes por genotipo y serie). a) VER PÁGINA ANTERIOR.  b) Se muestra la cinética de reconstitución para las poblaciones B y T (CD8+ y CD4+) -analizadas dentro de la población con tamaño linfoide-, así como para las células mieloides, y su mantenimiento con el tiempo, para un trasplante secundario y su terciario derivado, monitorizado en sangre periférica por FACS. Se muestran los individuos reconstituidos a partir de células Whsc1+/+ en negro, Whsc1+/- en azul y Whsc1-/- en rojo. Se muestran los resultados para la segunda réplica del ensayo (ver Tabla R-4). Se repre-sentan la media de los datos (trasplante secundario) y la media+SEM (trasplante terciario). Tamaño muestral to-tal: Trasplante secundario: WT, n=11; HET, n=11; KO, n=37; Trasplante terciario: WT, n=15; HET, n=16; KO, n=32. 
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Figura R-21. Comparativa de los resultados del análisis de biometría hemática en animales reconstituidos 
a partir de células Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/- en transplante secundario seriado, monitorizado a las 6 
semanas tras el trasplante.  
Se muestran gráficamente los resultados obtenidos de la biometría hemática llevada a cabo a partir de mues-tras de sangre periférica de animales reconstituidos en trasplante secundario seriado, a partir de las 2 réplicas del ensayo (ver Tabla R-4), pasadas 6 semanas tras el trasplante. Se muestra el valor obtenido para la población o parámetro analizado e individuo (recipientes secundarios reconstituidos a partir de células Whsc1+/+ en verde (n=8); a partir de células Whsc1+/- en azul (n=7) y a partir de células Whsc1-/- en rojo (n=16). Como individuos control no reconstituidos se sangraron y analizaron 5 ratones WT, C57Bl/6.). Se muestras los principales pará-metros analizados dentro de la serie blanca y la serie roja sanguínea. Las líneas discontinuas grises indican los valores máximo y mínimo referidos al grupo control no reconstituido; la línea roja discontinua da el valor me-dio obtenido para el parámetro medido dentro de esta misma población control. La línea roja continua marca el valor medio para la cohorte de animales reconstituidos a partir de células Whsc1-/- en trasplante secundario.
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Figura R-22. La ausencia de Whsc1 compromete la supervivencia de animales reconstituidos a partir de 
progenitores hematopoyéticos en trasplante terciario seriado. Se muestra el resultado de un análisis tipo Kaplan-Meier para el seguimiento, en términos de supervivencia, de los animales reconstituidos en trasplante seriado terciario, a partir de progenitores hematopoyéticos Whsc1+/+, 
Whsc1+/- o Whsc1-/- (ver Tabla R-4). Se representa el porcentaje de supervivencia para cada grupo de animales recipientes terciarios (Whsc1+/+, negro; Whsc1+/-, azul o Whsc1-/-, rojo) a lo largo de los primeros 160 días tras el trasplante (momento de término de la monitorización). Se sumarizan, agrupados, los resultados obtenidos para las dos réplicas del ensayo (ver Tabla R-4). Tamaño muestral total: WT, n=15; Whsc1+/-, n=16 y Whsc1-/-, n=32.
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Figura R-23.  Ensayo de reconstitución de médula ósea, en condiciones o no competitivas, analizado a corto 
plazo, en médula ósea. (Continúa en página siguiente).Se llevó a cabo un ensayo de reconstitución de médula ósea a partir de progenitores hematopoyéticos ob-tenidos de hígado fetal (E18) procedentes de fetos Whsc1-/- (Ly5.2+) o WT (Ly5.1+) en condiciones competi-tivas 1:1, o bien inyectando sólo células de uno de los genotipos donantes. Como recipientes se usaron ratones WT Ly5.1+/Ly5.2+ irradiados letalmente.  Se muestra la cinética de reconstitución de las poblaciones mostradas, 
para cada genotipo donante, así como su potencia competitiva, a las 48 y 96 horas tras el trasplante, y tras 7, 15 y 30 días, en médula ósea. A 24 horas no se obtuvieron resultados concluyentes debido a la alta mortalidad ce-lular y ruido de fondo a este tiempo. Se analizó un animal reconstituido con cada genotipo donante y 3 recons-tituidos con la mezcla 1:1 a cada tiempo. Este ensayo se repitió 2 veces, obteniéndose resultados repetitivos. 
a) Repoblación del compartimento LSK (se muestra el estado del compartimento Linaje Negativo a 48 y 96 ho-ras, y 7 días, debido a que aún no estaba reconstituida la población LSK). b) y c) VER EN PÁGINAS SIGUIENTES.
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Figura R-23.  Ensayo de reconstitución de médula ósea, en condiciones o no competitivas, analizado a corto 
plazo, en médula ósea. (Continúa en página siguiente).Se llevó a cabo un ensayo de reconstitución de médula ósea a partir de progenitores hematopoyéticos obteni-dos de hígado fetal (E18) procedentes de fetos Whsc1-/- (Ly5.2+) o WT (Ly5.1+) en condiciones competitivas 1:1, o bien inyectando sólo células de uno de los genotipos donantes. Como recipientes se usaron ratones WT Ly5.1+/Ly5.2+ irradiados letalmente.  Se muestra la cinética de reconstitución de las poblaciones mostradas, para cada 
genotipo donante, así como su potencia competitiva, a las 48 y 96 horas tras el trasplante, y tras 7, 15 y 30 días, en médula ósea. A 24 horas no se obtuvieron resultados concluyentes debido a la alta mortalidad celular y ruido de fondo a este tiempo. Se analizó un animal reconstituido con cada genotipo donante y 3 reconstituidos con la mezcla 1:1 a cada tiempo. Este ensayo se repitió 2 veces, obteniéndose resultados repetitivos. a) VER EN PÁGINA ANTERIOR. b) Células B totales (B220+, CD19+).  c) Células mieloides (Gr1+Mac1+).  VER EN PÁGINA SIGUIENTE.
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Figura R-23.  Ensayo de reconstitución de médula ósea, en condiciones o no competitivas, analizado a corto 
plazo, en médula ósea. Se llevó a cabo un ensayo de reconstitución de médula ósea a partir de progenitores hematopoyéticos obtenidos de híga-do fetal (E18) procedentes de fetos Whsc1-/- (Ly5.2+) o WT (Ly5.1+) en condiciones competitivas 1:1, o bien inyectando sólo células de uno de los genotipos donantes. Como recipientes se usaron ratones WT Ly5.1+/Ly5.2+ irradiados letal-mente.  Se muestra la cinética de reconstitución de las poblaciones mostradas, para cada genotipo donante, así como su 
potencia competitiva, a las 48 y 96 horas tras el trasplante, y tras 7, 15 y 30 días, en médula ósea. A 24 horas no se obtu-vieron resultados concluyentes debido a la alta mortalidad celular y ruido de fondo a este tiempo. Se analizó un animal reconstituido con cada genotipo donante y 3 reconstituidos con la mezcla 1:1 a cada tiempo. Este ensayo se repitió 2 veces, obteniéndose resultados repetitivos. a) y b) VER EN PÁGINAS ANTERIORES.  c) Células mieloides (Gr1+Mac1+). 
c
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7. Modelos de ganancia de función de Whsc1
Como se mencionó en la Introducción, además de su participación por pérdida 
parcial de función en el Síndrome de Wolf-Hirschhron, WHSC1 (o MMSET) también está 
implicado en patologías humanas por ganancia de función, generalmente relacionadas 
por procesos tumorales, con gran frecuencia afectando al sistema hematopoyético y 
linaje B (ver Introducción). Para caracterizar la función y el efecto que la sobreexpresión 
de WHSC1 pudiera tener sobre el desarrollo y/o función del sistema hematopoyético, se 
generaron diferentes modelos de ganancia de función de Whsc1 en ratón (descritas en 
Materiales y Métodos, 2.1.1.). En uno de los modelos se expresó de forma constitutiva, 
y restringida al compartimento stem hematopoyético, la isoforma corta WHSC1-I (o 
MMSET-I), carente del dominio SET. En el otro modelo, se expresó de manera condicional 
(inducible por Cre-recombinasa) desde el locus Rosa26, la isoforma II o “completa”, que 
contiene todos los dominios funcionales de Whsc1. (Ver Tabla MM-1).
7.1. La sobreexpresión constitutiva de la isoforma de WHSC1 
sin dominio SET no tiene efectos significativos en el sistema 
hematopoyético in vivo
Se diseccionaron y analizaron de manera completa, tanto a nivel macroscópico 
como por citometría de flujo, un total de 21 ratones transgénicos Sca1-MMSET-I 
(procedentes de las 2 líneas fundadoras, Sca1-MMSET-IA y –IB (línea descrita en 
Materiales y Métodos, 2.1.1.) y 15 animales de genotipo silvestre, hermanos de camada 
o no, a distintas edades según se recoge en la Tabla R-5. Por citometría de flujo, se 
estudió el desarrollo B, T y mieloide, de la manera habitual. Además, se analizaron 
poblaciones menos representadas, como las células B1, a nivel peritoneal y esplénico. 
Por otra parte, para monitorizar, si lo hubiera, el progreso de alguna patología específica 
asociada al genotipo transgénico, se llevó a cabo un seguimiento por sangrado, y 
análisis por citometría de flujo, de una cohorte de animales mayores de 12 meses de 
edad, transgénicos y silvestres, hermanos de camada, principalmente. Los sangrados se 
llevaron a cabo cada 2-3 meses, hasta los 24-30 meses de edad de los individuos (más 
información en Tabla R-5). No se observaron diferencias significativas entre los animales 
transgénicos, para ninguna de las dos líneas fundadoras monitorizadas, con respecto 
a ratones WT de la misma edad, hasta los 20 meses de vida. A más edad, tampoco se 
observaron alteraciones o patologías consistentes, que pudieran asociarse de manera 
inequívoca con la expresión del transgén. 
 Para evaluar la funcionalidad de las células B Sca1-MMSET-I+ se llevaron a cabo 
2 ensayos independientes de inducción de cambio de clase de inmunoglobulina, ex 
vivo (Materiales y Métodos, 2.9.1.) Se ultilizaron 2 animales transgénicos y uno WT, de 
12 semanas de edad, por réplica. Tras 72 horas bajo estimulación, no se observaron 
diferencias cinéticas ni tampoco en el rendimiento de cambio de clase para ninguna de 
las inmunoglobulinas evaluadas (IgG3, IgG1, IgE e IgA), bajo ninguno de los estímulos 
empleados; tampoco en condiciones de co-cultivo. Así, la sobre-expresión de la isoforma 
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de MMSET carente de dominio SET, restringida al compartimento stem hematopoyético 
parece ser insuficiente para inducir un desarrollo patológico con la edad, o afectar a la 
funcionalidad de las células B, en las condiciones estudiadas.
7.2. Estudio fenotípico y funcional del efecto de la sobre-expresión 
de WHSC1 bajo el control del locus Rosa26 en ratón
Se generó un modelo de expresión condicional para la isoforma larga de WHSC1, 
empleando la tecnología de knock-in en el locus Rosa26. La línea fundadora (de ahora en 
adelante, Rosa-WHSC1-II) se cruzó con líneas de ratón Cre-recombinasa, previamente 
establecidas (Sca1-Cre, Mb1-Cre y Sox2-Cre), para generar los diferentes modelos de 
Caracterización fenotípica, por citometría de flujo, del modelo de sobreexpresión Sca1-MMSET-I
ESTUDIO DEL SISTEMA HEMATOPOYÉTICO COMPLETO
Edad (meses) 2-3 5-9 12-18 > 20
Genotipo
Sca1-MMSET-IA (n) 2 1 7 2
Sca1-MMSET-IB (n) 2 4 3 2
Silvestre (n) 5 5 4 1
MONITORIZACIÓN POR SANGRADO
Edad (meses) 12-14 15-18 19-24 25-30 > 31
Genotipo
Sca1-MMSET-IA (n) 8 30 20 10 -
Sca1-MMSET-IB (n) 1 8 29 23 2
Silvestre (n) 1 17 13 14 -
Tabla R-5. Sumatorio de los animales transgénicos Sca1-MMSET-I y controles WT, analizados o monito-
rizados por sangrado. Estudio del sistema hematopoyético completo: Además de un estudio comparativo a nivel macroscópico de 
visu, de cada individuo se analizó, mediante citometría de flujo, la contribución y diferenciación de linaje de las principales poblaciones hematopoyéticas (células B, T y mieloides) en los diferentes compartimentos hema-topoyéticos (médula ósea, bazo, timo, nódulos linfáticos y sangre periférica). Como controles WT se utilizaron animales silvestres F1 de cruce C57Bl/6 x CBA, al ser este el genotipo en que se mantiene la línea Sca1-MMSET-I. En la tabla se muestra la edad y tamaño muestral analizado para cada genotipo y línea fundadora. Monitoriza-ción por sangrado: Se recogen las edades y número de animales a fecha de término del experimento que fueron monitorizados por sangrado para cada una de las líneas transgénicas, Sca1-MMSET-IA o –IB, así como de genoti-po silvestre. Para cada individuo de estudio se extrajo una muestra de sangre periférica para ser analizadas por 
citometría de flujo, cualitativa y cuantitativamente, las poblaciones B, mieloide y T. La monitorización se llevó a cabo cada 2-3 meses, hasta los 24-30 meses de edad de los individuos en estudio.
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ganancia de función que se estudiaron en este trabajo (más información en Materiales y 
Métodos, apartado 2.1.1.2.).
7.2.1. Verificación del correcto funcionamiento del nuevo modelo de 
expresión condicional
 En primer lugar, se siguió por citometría de flujo el patrón de expresión de GFP a 
lo largo de la diferenciación celular de los distintos linajes hematopoyéticos en presencia 
de los diferentes modelos Cre-Recombinasa, confirmándose que la expresión de GFP se 
producía de manera correspondiente con la expresión de la Cre-Recombinasa específica 
(Figura R-24). Así, en cruce con Sox2-Cre, la expresión de GFP se producía en todos 
los tejidos del organismo (y en todos los tipos celulares hematopoyéticos). Por su parte, 
en cruce con Sca1-Cre, todos los linajes de la sangre expresan GFP. Por el contrario, 
al cruzar con Mb1-Cre, sólo los linfocitos B a partir del estadio pro-B expresan GFP. En 
ausencia de Cre Recombinasa, no hay expresión del gen ectópico, y, por tanto, no se 
detecta GFP. Dado que en los ratones Rosa-WHSC1-II x Sox2-Cre la deleción del cassete 
STOP se produce también en la línea germinal, a partir de estos animales es posible 
derivar una nueva línea (que denominaremos Rosa-Delta-WHSC1-II) en la que WHSC1 
se expresa de forma constitutiva desde el locus Rosa26.
 La validación funcional más importante del modelo de sobrexpresión se obtuvo 
al comprobar que el alelo Rosa-Delta-WHSC1-II es capaz de rescatar la letalidad de los 
animales Whsc1-/-. Efectivamente, se generó primero una línea Rosa-Delta-WHSC1-II/ 
Whsc1+/-, que se cruzó después con ratones Whsc1+/-, y se estudió la viabilidad de los 
animales todo ello se llevó a cabo en fondo C57Bl/6 puro. La Tabla R-6 recoge los datos 
de este estudio. 
Los animales “rescatados” (Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/-) son viables, nacen en 
una frecuencia similar a un genotipo silvestres y no muestran retraso en el desarrollo 
(bajo peso o menor estatura) respecto a sus hermanos de camada del resto de genotipos 
viables (datos no mostrados). Además, los animales rescatados son fértiles, cruzan y 
transmiten, dando lugar a camadas viables, si bien el aspecto físico y la supervivencia se 
ve comprometida con la edad de los parentales o número de partos (trabajo en estudio). 
De hecho, la capacidad fértil se ve limitada a una media de 3 partos (en el caso de las 
hembras) y hasta los 3-4 meses de edad en el caso de los machos (pero también los 
machos heterocigotos Whsc1+/- muestran problemas de fertilidad pasada la juventud). 
 Este rescate funcional únicamente fue posible bajo la expresión constitutiva y 
generalizada de la isoforma larga de WHSC1-II. No se consiguió rescatar el fenotipo 
letal Whsc1-/- restringiendo la expresión WHSC1-II al compartimento sanguíneo (cruce 
Rosa-WHSC1-II/Whsc1+/- x Sca1-Cre/Whsc1+/-, muestreadas un total de 38 crías a P0; 
ninguna de las crías Rosa-WHSC1-II/Sca1-Cre/Whsc1-/- ha sobrevivido más allá de día 
cero), ni tampoco sobre-expresando la isoforma corta MMSET-I (cruce Sca1-MMSET-IA/
Whsc1+/- x Whsc1+/-; muestreadas más de 75 crías a P0, ninguna de las 6 crías nacidas 
Sca1-MMSET-IA/ Whsc1-/- llegó a P1 (24 horas de vida). Estos ensayos de rescate se 
realizaron sobre fondo genético C57Bl/6.
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7.2.2. Análisis funcional y fenotípico de los modelos de expresión de 
WHSC1-II bajo el locus Rosa26
7.2.2.1. Monitorización del estado de las poblaciones sanguíneas con la edad
Se sangraron entre 6 y 10 animales a 1, 5-6 y 10-12 meses por cada grupo 
experimental (Rosa-Delta-WHSC1-II, Sca1Cre+/Rosa-WHSC1-II+ y Mb1Cre+/Rosa-
WHSC1-II+), y al menos 10 ratones de genotipo silvestre hermanos de camada. Como 
control negativo de expresión del locus Rosa26 modificado, se monitorizaron también 
animales Rosa-WHSC1-II+ sin delecionar. Se monitorizó el perfil y contribución porcentual, 
por citometría de flujo, de los linfocitos B (B220+), linaje T (CD8+, CD4+ y ratio CD8+/CD4+) 
y población mieloide (Mac1+).
No se hallaron diferencias significativas para ninguna de las poblaciones analizadas 
entre animales WT y Rosa-WHSC1-II+ sin delecionar (datos no mostrados). Por el 
contrario, se hallaron diferencias puntuales a nivel de células B, entre animales Rosa-
Delta-WHSC1-II y WT (***p<0.0001), (Figura R-25a), y a nivel de células T CD4+ o CD8+ 
para todos los modelos (Figuras R-25, b-c). La posición del pvalue en las figuras indica 
la edad a que se observan las diferencias, y el color de la significación identifica al grupo 
experimental. No se hallaron diferencias entre los diferentes modelos de ganancia de 
Animales contabilizados a P0 a 1 mes de vida
GENOTIPO
Número de animales 
(Frecuencia)
Número de animales 
(Frecuencia)
Rosa-Delta-WHSC1-II/ Whsc1 +/+ 6 (9,37) 14 (8,91)
Whsc1 +/+ 9 (14,06) 21 (13,37)
Rosa-Delta-WHSC1-II/ Whsc1 +/- 12 (18,75) 39 (24,84)
Whsc1 +/- 15 (23,43) 52 (33,12)
Rosa-Delta-WHSC1-II/ Whsc1 -/-  (rescatados) 9 (14,06) 21 (13,17)
Whsc1 -/- 13 (20,31) 0 (0)
Animales totales 64 157
Tabla R-6. Estudio de las frecuencias de nacimiento y supervivencia, al mes de vida, para los genotipos 
Whsc1+/+, Whsc1+/- y Whsc1-/- en presencia o no de la expresión ectópica constitutiva de la isoforma larga 
de WHSC1. Se generó la línea Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1+/-, para ser cruzada con animales Whsc1+/- y obtener los dife-rentes genotipos referidos en la tabla. A partir de una biopsia de cola, se genotiparon las crías nacidas de estos cruces a P0 y al mes de vida. Se analizó la frecuencia de nacimiento asociada a cada genotipo, y esta se comparó con la frecuencia de cada genotipo muestreada al mes de vida. Se muestrearon un total de 64 crías a P0 y 157 al mes de vida, procedentes en ambos casos de 4 tríos distintos.
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función respecto a la situación WT en el ratio celular CD8+/CD4+, ni en la contribución 
total mieloide (Figuras R-25, d-e). 
7.2.2.2. Estudio del desarrollo hematopoyético en los modelos de ganancia de función 
condicional de WHSC1
Además de la monitorización por sangrado, se llevaron a cabo estudios más 
pormenorizados del desarrollo y diferenciación de las poblaciones hematopoyéticas 
habitualmente estudiadas, en médula ósea, bazo, nódulos linfáticos y timo. 
Se diseccionaron y analizaron, por citometría de flujo, 5 animales silvestres, 5 
Rosa-Delta-WHSC1-II y 2 Sca1-Cre+/Rosa-WHSC1-II+ y Mb1-Cre+/Rosa-WHSC1-II+ 
al mes de vida; 3 animales de cada genotipo (WT, Sca1-Cre+/Rosa-WHSC1-II+ y Mb1-
Cre+/Rosa-WHSC1-II+) con 6 meses, y 2 por cada genotipo anterior con 1 año de edad. 
A pesar de que el tamaño muestral por grupo experimental es demasiado bajo para 
extraer resultados concluyentes robustos, los datos obtenidos hasta ahora no muestran 
diferencias significativas a nivel de desarrollo y diferenciación hematopoyética entre los 
diferentes grupos comparados hasta los 6 meses de edad (datos no mostrados). Al año de 
vida, los 2 animales Mb1-Cre+/Rosa-WHSC1-II+ y uno de los Sca1-Cre+/Rosa-WHSC1-II+ 
analizados presentaron una población B aberrante (B220+, FAS+, CD138-, IgM- y tamaño 
linfoide pequeño) a nivel de nódulos linfáticos y bazo (Figura R-26a), cuya significación 
biológica o capacidad patogénica están por caracterizar. Por marcaje fenotípico, estas 
células se parecen a células B que han hecho reacción de centro germinal de manera 
espontánea, y aberrante. Esta población, en el modelo Mb1-Cre+/Rosa-WHSC1-II+, 
aparece, además, ligada a un incremento significativo de la población B que se acrecienta 
con la edad, siendo este hecho más evidente a nivel de nódulos linfáticos (Figura R-26b). 
Aún no se han analizado animales Rosa-Delta-WHSC1-II de 6 meses o 1 año de edad, 
con lo que no podemos saber si esta población pudiera estar también presente en estos 
animales. 
7.2.2.3. Estudio funcional ex vivo de linfocitos B procedentes de animales Rosa-Delta-
WHSC1-II
Para examinar la funcionalidad de los linfocitos B en un contexto de sobreexpresión 
constitutiva de WHSC1-II, se llevó a cabo un ensayo de inducción de cambio de clase 
de inmunoglobulina ex vivo, de la manera habitual (ver Materiales y Métodos, 2.9.1.), 
evaluándose el rendimiento proliferativo y de producción de inmunoglobulina IgG3 e IgG1 
bajo estimulación con LPS, LPS+IL4 e IL4+aCD40, tanto en condiciones de cultivo puro 
como en co-cultivo frente células silvestres (GFP negativas). Se utilizaron 3 animales 
WT y 2 Rosa-Delta, siendo uno de los animales silvestres hermano de camada de los 
mutantes. Para este tamaño muestral y ensayo, no se observaron diferencias respecto a 
WT (datos no mostrados).
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7.2.3. Estudio del papel de la sobreexpresión constitutiva generalizada 
de WHSC1-II en condiciones competitivas in vivo en ratón
Hemos visto que la sobreexpresión constitutiva generalizada de WHSC1-II (modelo 
Rosa-Delta-WHSC1-II) rescata el fenotipo letal ligado al genotipo Whsc1-/-. A pesar de 
ello, no parece que la sobreexpresión de esta isoforma en animales Whsc1+/+ afecte al 
proceso de desarrollo y diferenciación hematopoyético, o tenga relevancia funcional al 
menos a nivel de linfocitos B, ex vivo (siempre comparado con un contexto WT). Sin 
embargo, la experiencia con el modelo de pérdida de función, nos impulsó a llevar a 
cabo ensayos de reconstitución de médula ósea en condiciones competitivas in vivo. 
Siguiendo la metodología habitual (ver Materiales y Métodos, 2.10.), se reconstituyeron 
animales recipientes (Ly5.1+), irradiados letalmente, a partir de una mezcla de médulas 
óseas totales, mezcladas en una relación 1:1, procedentes de 2 animales WT (Ly5.1+/
Ly5.2+) y 2 Rosa-Delta-WHSC1-II (GFP+, Ly5.2+), todos ellos de entre 6-8 semanas de 
edad. El ensayo se repitió 2 veces, evaluándose la capacidad competitiva a las 24, 48 
y 96 horas; 7, 15, 21 y 30 días; 2, 4 y 6 meses. Se analizaron un mínimo de 3 animales 
reconstituidos en condiciones competitivas para cada uno de los tiempos dados y, 
además, se monitorizaron animales reconstituidos sólo con células silvestres o sólo con 
células Rosa-Delta-WHSC1-II como controles cinéticos de reconstitución en ausencia de 
competición.
 Además, para favorecer al genotipo más competitivo (si lo hubiera), llevamos a cabo 
un trasplante de médula ósea seriado, usando como donantes 2 animales reconstituidos 
en condiciones competitivas, pasadas 8 semanas desde el primer trasplante. Estos 
recipientes secundarios se sacrificaron a los 15 y 30 días; 2, 4 y 6 meses tras el trasplante, 
analizándose un mínimo de 3 animales por tanda. Este ensayo se repitió una vez.
 El primer aspecto que se valoró fue la eficiencia de reconstitución del sistema 
hematopoyético, a corto y medio plazo, de las células Rosa-Delta-WHSC1-II frente 
a las WT en condiciones no competitivas. En la Figura R-27 se recoge la cinética de 
reconstitución, monitorizada por sangrado, para las principales poblaciones linfoides y 
el linaje mieloide. Aunque no se observan diferencias en la producción de linfocitos T, sí 
se observa un aumento en el rendimiento B, que cursa paralelo a una reducción de la 
población mieloide, en el contexto Rosa-Delta-WHSC1-II. Esta diferencia es notable, y 
estadísticamente significativa, a los 15 y 21 días tras el trasplante, y desaparece o se diluye 
a partir del mes. Este dato, además, se corresponde con la acrecentada producción de 
células B (B220+) que se observa en médula ósea a los 7, 15 y 30 días para los recipientes 
reconstituidos a partir de células Rosa-Delta-WHSC1-II respecto a los reconstituidos con 
células WT, y que concurre con una disminución porcentual, dentro del compartimento B, 
de las células proB en virtud de las preB (Figura R-28). Este incremento en celularidad 
B se mantiene pasados 2 meses del trasplante, si bien el desequilibrio pro-preB tiende a 
normalizarse (datos no mostrados). 
 Si se estudia qué ocurre en condiciones competitivas lo que se observa, 
monitorizado en sangre periférica (n≥6), es una ventaja a favor de las células Rosa-
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Delta-WHSC1-II frente a las WT, principalmente acusada a nivel linfoide B, que además 
se incrementa con el tiempo y acaba afectando a todos los linajes hematopoyéticos en 
trasplante seriado secundario (Figura R-29). 
A nivel stem y de progenitores tempranos (CMP, CLP y CLP “enriched”), e incluso 
proB, preB e inmaduras y timocitos DN, la ventaja competitiva observada en periferia 
para las células Rosa-Delta-WHSC1-II no es tan clara (ver Tabla R-7, diferenciación 
linfoide B desde el estadio LSK, en transplante primario). Esta ventaja se establece, y 
acentúa, con la diferenciación de linaje (principalmente a nivel de células B) y la edad 
en trasplante primario. Esta ventaja competitiva mostrada por las células Rosa-Delta-
WHSC1-II  es evidente desde el primer momento en periferia (Fig. R-29) y a todos los 
niveles de diferenciación en trasplante seriado secundario (datos no mostrados).
7.3. Estudio comparativo del efecto de dosis génica de WHSC1/
Whsc1
El rescate del fenotipo Whsc1-/- enriquece la pseudo “serie alélica” con la cual 
contábamos para Whsc1 (Rosa-Delta-WHSC1-II, Whsc1+/+, Rosa-Delta-MMSET/Whsc1+/-
, Whsc1+/-, Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/- y Whsc1-/-), permitiéndonos profundizar en 
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BMT4-1_6 70,8 46 43,2 68,9 57,2 54,9 74,8 72,5 76,9
BMT4-1_8 29,4 27 26,5 56,6 51,5 53,3 74,8 71,8 74,6
BMT4-2_15 66,6 58,5 57,8 45,1 40,3 48,1 75,7 78,0 80,8
BMT4-2_21 69,2 67,3 71,3 69,4 82,9 80,7 71,4 70,7 73,9
Tabla R-7. Estudio de la ventaja competitiva de las células Rosa-Delta-WHSC1-II frente a células WT 
con la diferenciación de linaje B. Se llevaron a cabo 2 ensayos independientes de reconstitución de médula ósea en condiciones competitivas 1:1 a partir de médulas óseas donantes procedentes de 2 animales WT y 2 animales Rosa-Delta-WHSC1-II, por 
réplica. Pasados 30 días desde el trasplante, 2 recipientes por ensayo fueron analizados por citometría de flu-jo con el objetivo de monitorizar el estado de la competición a diferentes niveles del sistema hematopoyético. La tabla recoge el porcentaje de contribución de las células Rosa-Delta-WHSC1-II a diferentes subpoblaciones de linfocitos B, a lo largo de la diferenciación de linaje, desde el estadio progenitor más temprano o LSK.  Se analizó la contribución Rosa-Delta-WHSC1-II a las poblaciones celulares LSK, CLP, CLP “enriched”, proB, preB e inmaduras en médula ósea, y células B totales en bazo, nódulos linfáticos y sangre periférica. En rojo se señalan las poblaciones en que la contribución de las células Rosa-Delta-WHSC1-II al total de la población fue inferior al 50%. 
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el estudio de un posible efecto de dosis génica para los fenotipos observados a nivel 
funcional y celular. 
7.3.1. Efecto de dosis génica de Whsc1 en el desarrollo del sistema 
hematopoyético adulto en ratón.
Para caracterizar, si los hubiera, los diferentes grados de afectación respecto 
al fenotipo silvestre, in vivo, se analizó por citometría de flujo la composición celular 
sanguínea de hermanos de camada Rosa-Delta-WHSC1-II, WT, Whsc1+/-, Rosa-Delta-
WHSC1-II/Whsc1+/- y Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/- al mes de edad. Además, se evaluó 
la eficiencia del rescate Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/- frente a animales reconstituidos 
a partir de células Whsc1-/-, a las 6 semanas tras el trasplante. La Figura R-30 muestra 
los resultados obtenidos. A nivel de células B y linaje mieloide, se observa como la sobre-
expresión constitutiva de la isoforma larga WHSC1-II en un contexto Whsc1-/- rescata el 
fenotipo KO de manera prácticamente total. A nivel de células T totales no se observan 
diferencias por efecto de dosis génica de Whsc1. Sin embargo, sí se manifiesta un efecto 
de dosis si se estudia la relación entre las diferentes subpoblaciones T, de manera que 
las células CD8+ y CD4+CD25+ decrecen en proporción a la falta de Whsc1, defecto que 
no es rescatado por la sobre-expresión de WHSC1-II.
Un estudio comparativo más pormenorizado para estudiar el desarrollo y 
diferenciación B, mieloide y T de manera completa, en los principales órganos 
hematopoyéticos, entre animales Rosa-Delta-WHSC1-II, WT, Rosa-Delta-WHSC1-II/
Whsc1+/- y Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/-, todos ellos hermanos de camada y entre 
entre 6-8 semanas de edad, únicamente encontró diferencias significativas a nivel de 
diferenciación T intratímica, observándose, de nuevo, un sesgo a favor de las células 
CD4+ en el equilibrio CD8-SP/CD4-SP en la cohorte Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1+/- y 
Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/- respecto a los otros dos grupos experimentales (datos 
no mostrados). Recordar que este desequilibrio también se observó en embriogénesis 
tardía, así como en los recipientes reconstituidos con células Whsc1-/-.
 Por último, se analizaron con más detalle aquellas poblaciones que mostraron 
diferencias en los modelos de pérdida de función (poblaciones progenitoras y 
subpoblaciones B). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura R-31. A nivel 
progenitor, la sobreexpresión constitutiva de WHSC1-II (contexto Rosa-Delta-WHSC1-II) 
rescata el fenotipo Whsc1-/- a nivel LSK, pero no a nivel CLP “enriched”; además, una 
dosis extra de WHSC1-II sobre las condiciones silvestres no pareciera tener efecto, al 
menos a edades jóvenes como las estudiadas. A nivel de compartimento B, y aunque se 
trate de diferencias estadísticamente no significativas para el tamaño muestral analizado 
(n≥4), la sobre-expresión de WHSC1-II pareciera favorecer la producción B total respecto 
a las condiciones silvestres, y rescata por completo el fenotipo Whsc1-/-. Este hecho va 
asociado con una ligera reducción en la población proB, y un incremento en preB, algo 
importante si se recuerda que los recipientes reconstituidos a partir de células Whsc1-/- 
tendían a acumular células proB de manera significativa.
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Figura R-24. Expresión diferencial de GFP en los diferentes modelos de ganancia de función generados. Para la generación de los diferentes modelos de ganancia de función para WHSC1-II se cruzó la línea de ratón Rosa-
WHSC1-II con distintas líneas Cre-Recombinasa. Mediante citometría de flujo se confirmó la expresión diferencial de 
GFP, condicionada a la expresión de la Cre-recombinasa específica, a partir de un momento concreto del desarrollo del ratón o linaje celular, lo cual estaría determinado por el promotor bajo el cual se hallase la Cre-recombinasa. a) Testado de los distintos modelos de ganancia de función generados, sobre la base de la expresión diferencial de GFP, en una muestra de bazo, en las principales poblaciones hematopoyéticas: linfocitos B (B220+), células mieloides (Mac1+) y linfocitos T (TcrB+). Modelo Rosa-WHSC1-II, rojo: No muestra expresión de GFP al no haber sido cruzado con ninguna línea de ratón Cre-Recombinasa. Modelo Rosa-WHSC1-II+/Sox2-Cre (F1), naranja: La Cre-recombinasa se expresa en las células madre embrionarias, genearando una deleción transmisible y heredable. Todo el ratón sería GFP positivo. Modelo Rosa-WHSC1-II/Sca1-Cre, verde: Expresión de la Cre-recombinasa restringida al compar-timento stem hematopoyético; todos los linajes celulares del sistema hematopoyético serían GFP positivos. Modelo 
Rosa-WHSC1-II/Mb1-Cre: La Cre-recombinasa presenta un patrón de expresión restringido al compartimento B; úni-camente las células B deberían expresar GFP. b) En sangre periférica, se muestran diferentes niveles de expresión de GFP en función de la población celular. Se compara la intensidad de expresión de GFP entre las poblaciones B (azul), T (rojo) y mieloide (verde). Como control negativo de expresión de GFP se comparan células B, GFP negativas (área gris). c) Restricción de la expresión de GFP a la co-expresión de la Cre-recombinasa. Se comparan los niveles de expresión de GFP a lo largo de la diferenciación B (proB, rojo; preB, fucsia; inmaduras, azul; recirculantes, verde), frente a otras células progenitoras no B (cKit+, B220-), en la médula ósea de un animal Rosa-WHSC1-II/Mb1-Cre.
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Figura R-25. Monitorización en sangre periférica del estado y mantenimiento del sistema hematopoyético 
en los diferentes modelos de ganancia de función, con la edad. Se sangraron a 1, 5-6 y 10-12 meses de edad, entre 6 y 10 animales por tiempo y grupo experimental (Rosa-Delta-
WHSC1-II, verde; Sca1Cre+/Rosa-WHSC1-II+, rojo; y Mb1Cre+/Rosa-WHSC1-II+, azul), junto con, al menos, 10 ratones 
de genotipo silvestre (negro) hermanos de camada. Como control negativo de expresión del locus Rosa26 modifi-cado, se monitorizaron también animales Rosa-WHSC1-II+ sin delecionar, de la misma edad (este grupo no muestra 
diferencias frente a WT, con lo que no se representa). Se monitorizó el perfil y contribución porcentual, por cito-
metría de flujo, de las poblaciones sanguíneas habituales: linfocitos B (B220+), linaje T (CD8+, CD4+ y ratio CD8+/CD4+) y población mieloide (Mac1+). Se muestra media y SEM para cada grupo experimental y edad. La posición del 
pvalue en las gráficas indica la edad a que se observan las diferencias; el color de la significación identifica al grupo experimental.
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Figura R-26. Aparición de una población B aberrante en modelos de sobre-expresión WHSC1-II con la edad. a) Se analizó el estado y contribución de las poblaciones hematopoyéticas habituales en los distintos órganos y teji-dos de interés (médula ósea, bazo, timo, nódulos linfáticos y sangre periférica) en 2 ratones Mb1-Cre/Rosa-WHSC1-II y 2 Sca1-Cre/Rosa-WHSC1-II, de un año de edad. Como control se analizaron 2 animales WT de la misma edad. Se muestra un ejemplo representativo de la presencia de una población B aberrante (B220+, FAS+, CD138- e IgM-), en los nódulos linfáticos y bazo, principalmente. Esta población está presente en los dos animales Mb1-Cre/Rosa-WHSC1-II analizados y, de manera más sutil, en uno de los Sca1-Cre/Rosa-WHSC1-II. Se enseña, como ejemplo representativo, uno de los animales Mb1-Cre/Rosa-WHSC1-II. b) Incremento significativo de la contribución B a los nódulos linfáti-cos con la edad en animales Mb1-Cre/Rosa-WHSC1-II respecto a individuos de genotipo silvestre y Sca1-Cre/Rosa-
WHSC1-II (por genotipo: n=4, para 1 mes de vida; n=2 para 5-6 meses y 1 año de edad).
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Figura R-27. Cinética de reconstitución del sistema hematopoyético, monitorizado en sangre periférica, de 
los progenitores hematopoyéticos Rosa-Delta-WHSC1-II en comparación con aquellos de genotipo silvestre. Se llevó a cabo un transplante de médula ósea en condiciones no competitivas, a partir de progenitores procedentes de médulas óseas de 2 animales donantes WT y 2 animales donantes Rosa-Delta-WHSC1-II. Se monitorizó la cinética de repoblación a corto plazo para las poblaciones linfoide B (B220+), mieloide (Mac1+), linfocitos T CD8+ y T CD4+, 
en sangre periférica, por citometría de flujo. Se representa, para un mínimo de 4 animales reconstituidos para cada 
genotipo donante y tiempo, la media y desviación estándar. Se muestra la significación estadística de las diferencias para la repoblación del compartimento B (para el compartimento mieloide no se muestra). No se observaron dife-
rencias estadísticamente significativas en las cinéticas de repoblación de las dos poblaciones T seguidas.
Resultados 4
203
Figura R-28. Cinética de repoblación a corto plazo de los compartimento B y granulocito-mieloide, en médu-
la ósea, en condiciones de sobreexpresión constitutiva de WHSC1-II (modelo Rosa-Delta-WHSC1-II) frente a 
condiciones WT.Se llevó a cabo un transplante de médula ósea en condiciones no competitivas, a partir de progenitores procedentes de médulas óseas de 2 animales donantes WT y 2 animales donantes Rosa-Delta-WHSC1-II, todos ellos de entre 6-8 semanas de edad. Se monitorizó la cinética de repoblación a corto plazo en médula ósea, mediante citometría 
analítica de flujo, para las poblaciones granulocito-mieloide (Gr1+) y linfoide B (B220+), analizándose en detalle el proceso de diferenciación B (proB, preB e inmaduras). Se llevaron a cabo 2 réplicas independientes de este ensayo, a partir de diferentes donantes, obteniéndose resultados repetitivos. Se muestra un ejemplo representativo para cada genotipo donante y tiempo tras el trasplante (en días), a partir de un tamaño muestral total por genotipo donante y tiempo de n=2. Se analizó un recipiente reconstituido a partir de células WT o Rosa-Delta-WHSC1-II por tiempo y réplica del ensayo. 
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Figura R-29. Ventaja competitiva de las células Rosa-Delta-WHSC1-II respecto al genotipo silvestre, con el 
tiempo y en trasplante seriado secundario, en ensayos de reconstitución de médula ósea en condiciones 
competitivas in vivo. Se llevó a cabo un transplante de médula ósea en condiciones competitivas, ratio 50:50, a partir de progenitores procedentes de médulas óseas de 2 animales donantes WT y 2 animales donantes Rosa-Delta-WHSC1-II, usándose como recipientes animales WT letalmente irradiados (trasplante primario, línea verde oscura). Pasados 80 días desde que se efectuase este trasplante primario, se tomaron 2 animales reconstituidos “primarios” como donantes de médula ósea para llevar a cabo un trasplante seriado secundario, en nuevos recipientes WT también letalmente irradiados (trasplante secundario, línea verde clara-pistacho). Se monitorizaron, en sangre periférica y por citome-
tría analítica de flujo, los porcentajes de contribución de cada genotipo celular donante a las poblaciones sanguíneas linfoide B (B220+, mieloide (Mac1+), linfocitos T CD8+ y T CD4+, a diferentes tiempos a partir del momento en que se efectuó el trasplante correspondiente (0 días). La línea roja discontinua marca el ratio de inyección de las células donantes, 50:50, genotipo WT vs Rosa-Delta-WHSC1-II, en trasplante primario. El punto “0 días” para el trasplante secundario viene dado por los porcentajes de contribución de las células Rosa-Delta-WHSC1-II, medidos en sangre periférica para la población correspondiente, en los recipientes primarios usados como donantes para llevar a cabo el trasplante seriado secundario. Se representa la media + SEM del porcentaje de contribución de las células Rosa-
Delta-WHSC1-II a la población concreta, para una n> 5 animales recipientes analizados por punto temporal.
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Figura R-30. Estudio fenotípico de la pseudo “serie alélica” generada para Whsc1, in vivo, a nivel de sangre 
periférica.  
Al cumplir los 30 días de vida, se analizó por citometría de flujo en sangre periférica la contribución de las pobla-ciones sanguíneas linfoide B (B220+), mieloide (Mac1+) y linfoide T (células T totales, TcrB+; T CD4+, T CD8+ y T CD4+ CD25+) de animales hermanos de camada Rosa-Delta-WHSC1-II (verde), Whsc1+/+ (WT, negro), Rosa-Delta-WHSC1-
II/Whsc1+/- (cuadrado de borde azul), Whsc1+/- (cuadrado azul relleno) y Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/- (animales “rescatados”, triángulo de borde rojo), procedentes de tres cruces independientes, todos ellos mantenidos en fondo C57Bl/6. Para completar la serie alélica, se analizó en paralelo el estado sanguíneo para las mismas poblaciones en animales reconstituidos a partir de células Whsc1-/- procedentes de hígado fetal, a las 6 semanas tras el trasplante (triángulo invertido rojo relleno). Se indican, con el valor del pvalue correspondiente, las poblaciones para las que se 
hallaron diferencias estadísticamente significativas respecto a la situación WT (Whsc1+/+). Tamaño muestral: Rosa-
Delta-WHSC1-II, n=8; Whsc1+/+ (WT), n=9; Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1+/-, n=8; Whsc1+/-, n=11, Rosa-Delta-WHSC1-
II/Whsc1-/- (rescatados), n=7 y Whsc1-/- reconstituidos, n=26. Se representa la media y SD para cada conjunto de datos, genotipo y población.
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Figura R-31. Estudio comparativo del efecto de sobreexpresión constitutiva de WHSC1-II en un contexto 
Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/-, in vivo, frente a la situación WT. 
Se analizaron, por citometría de flujo, las poblaciones linfoides B y T, y mieloide, a lo largo de su diferenciación, en animales hermanos de camada y genotipos Rosa-Delta-WHSC1-II (n=5, verde), Whsc1+/+ (WT, n=5, negro), Rosa-
Delta-WHSC1-II/Whsc1+/- (n=5, azul) y Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/- (animales “rescatados”, n=4, rojo), de entre 6 y 8 semanas de edad. Se muestran los resultados obtenidos, a nivel de médula ósea, para la contribución de: Panel superior) las poblaciones progenitoras LSK (dentro del compartimento linaje negativo) y CLP “enriched” (dentro del compartimento CLP). Panel inferior) población linfoide B total y, dentro del compartimento B, porcentaje de células proB y preB. Se representan la media y SD para cada conjunto de datos, genotipo y población.
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8. Estudios del mecanismo molecular de acción de Whsc1
Los resultados obtenidos hasta ahora parecen indicar que, a pesar de que las 
células hematopoyéticas deficientes en Whsc1 son capaces de proliferar, tanto in vivo 
como ex vivo, varios de los distintos tipos celulares (fundamentalmente las células stem 
y los linfocitos) sufren algún tipo de estrés, probablemente proliferativo, que hace que 
sus números disminuyan de forma acelerada y que carezcan de capacidad competitiva 
con respecto a las células WT. Dentro de los posibles mecanismos moleculares que 
pudieran estar detrás de estos fenotipos celulares que hemos descrito hasta ahora, los 
más plausibles son las alteraciones a nivel de ciclo celular y/o bien en alguno de los 
mecanismos de respuesta a daño genético.
8.1. La ausencia de Whsc1 afecta a la proliferación celular alterando 
el ciclo celular
8.1.1. Estudio del estado del ciclo celular y de la cinética de la 
proliferación celular mediante incorporación de BrdU, in vivo y ex vivo
Se llevó a cabo un estudio in vivo de incorporación de BrdU (ver Materiales y Métodos, 
2.12.2.) por las diferentes poblaciones progenitoras (en médula ósea), mieloides (médula 
ósea y bazo) y linfoides B y T (médula ósea, bazo, timo y nódulos linfáticos), analizadas 
habitualmente, y definidas según se muestra en la Figura Suplementaria 12. Para cada 
una de ellas, se cuantificó el porcentaje de células que habían incorporado BrdU tras 
1, 2 y 24 horas desde la inyección del compuesto. Cuando la técnica lo permitió, esta 
incorporación se analizó en paralelo al estudio del ciclo celular (células en G1/G0, Fase S 
o Fases G2/M). En la Figura Suplementaria 13 se muestra un ejemplo del procedimiento 
de análisis.
Para los linajes linfoides Whsc1-/- se observó (Fig. R-32) un incremento de más 
del triple de células en fase S a tiempos cortos (1-2 horas), siendo este acúmulo 
estadísticamente significativo para las células B, tanto en médula ósea (relación 3:1 
frente a WT) como en bazo (5:1 frente a WT) (Fig. R-32). En timo también se observa 
esta tendencia, en todos los estadios de diferenciación T, aunque de manera muy sutil 
(Fig. R-32). Esta acumulación en fase S observada en ausencia de Whsc1 se mantiene 
con la edad (medido a los 6 meses, n=3 por genotipo, no mostrado) y no parecería ir 
acompañada de una alteración adicional en el equilibrio entre los porcentajes de 
células en G2/M respecto a G1/G0 (Fig. Sup. 14a). Si lo que se observa es la cinética de 
proliferación a 24 horas, en médula ósea y timo, pareciera que las células B sufrieran un 
grave retraso en el paso de S/G2/M a G1/G0 respecto a las WT; retraso que, sin embargo, 
no se observa a nivel de linfocitos T totales, donde las células parecen ciclar ligeramente 
más rápido que las silvestres (Figura R-32 y Fig. Sup. 14b). Por otro lado, y en médula 
ósea, el porcentaje de células apoptóticas se halla incrementado entre 4 y 5 veces para 
los linfocitos B Whsc1-/- respecto a los WT (Figura R-32, 2 horas). A nivel mieloide, no se 
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observaron alteraciones respecto a WT, para ninguno de los tiempos u órganos estudiados 
(Fig. R-32 y Fig. Sup. 14, a-b). 
En los compartimentos progenitores (Figura R-33), donde por motivos técnicos 
fue imposible un seguimiento conjunto de ciclo celular e incorporación de BrdU, lo que 
se observa en los animales Whsc1-/- es un incremento estadísticamente significativo del 
porcentaje de células LSK BrdU+ a 1 y 2 horas tras la inyección de BrdU, porcentaje que 
llega a duplicar al observado en animales WT, y que desaparece casi totalmente pasadas 
24 horas, probablemente debido a la diferenciación de las células, que dejan de ser Lin-
. Para el resto de poblaciones progenitoras analizadas no se hallaron diferencias con 
respecto a WT; únicamente se observa un ligero incremento estadísticamente significativo, 
del porcentaje de células CLP “enriched” en fase S al tiempo de 1 hora.
Estas alteraciones del ciclo celular observadas in vivo en ausencia de Whsc1 no 
se observan en animales Whsc1+/-, y además son rescatadas con la sobre-expresión 
constitutiva generalizada de la isoforma larga de Whsc1 (Figura R-34, fondo genético 
Rosa-Delta-MMSET-II/Whsc1-/-). Por otra parte, la expresión ectópica constitutiva de 
WHSC1-II, en adición a los dos alelos WT (modelo Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1+/+), no 
parece afectar a la progresión cinética del ciclo celular in vivo (la Figura R-34 muestra un 
ejemplo representativo de este resultado, para los linfocitos B y población mieloide de 
médula ósea).
Se estudió también si el cúmulo de células en fase S que se observaba in vivo para 
los linfocitos B Whsc1-/- se mantenía en condiciones ex vivo, y cómo el estrés proliferativo 
podría afectar a esta situación. Para ello, se analizó el estado del ciclo celular de 
esplenocitos B WT y Whsc1-/- durante el proceso de cambio de clase de inmunoglobulina, a 
lo largo de las generaciones, en condiciones ex vivo (ver Materiales y Métodos, apartados 
2.9.1. y 2.12.2.). La Figura R-35 muestra los resultados obtenidos. Para el genotipo KO 
hay entre dos y tres veces más células en fase S, desde la generación 0 (Fig. R-35, a-b); 
además, el menor porcentaje de células en fases G2/M y G1/G0 observado respecto a WT 
es debido a la diferencia en fase S, pero no a una alteración de la relación (G2/M)/(G1/
G0) (Fig. R-35, b-c). Estos resultados son repetitivos bajo las 3 estimulaciones ensayadas 
(LPS, LPS+IL4 e IL4+aCD40), si bien las diferencias son más evidentes bajo LPS.
8.1.2. Estudios de proliferación celular en MEFs, en ausencia o 
presencia de inducción de daño al ADN
Para determinar si los defectos a nivel proliferativo observados hasta ahora eran 
extrapolables a otros linajes celulares en ausencia de Whsc1, decidimos llevar a cabo 
estudios de proliferación en una línea celular completamente distinta como son los 
fibroblastos embrionarios de ratón (“Mouse Embryo Fibroblasts”, MEFs). Además, para 
esclarecer si el defecto pudiera ser dependiente de fallos en los mecanismos celulares de 
respuesta al daño a ADN, se llevaron a cabo ensayos paralelos de proliferación celular en 
ausencia o en presencia de un pulso de radiación gamma (que induce roturas de doble 
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cadena en el ADN) en el momento de inicio del ensayo (en el momento del sembrado, 
en el segundo pase de las células, P2) (ver Materiales y Métodos, 2.11.). La Figura R-36 
muestra las curvas de crecimiento obtenidas, para una réplica de tres, del ensayo. Las 
células muestran defectos de proliferación en una manera dependiente de dosis de Whsc1, 
bajo ambas condiciones experimentales (Fig. R-36, a-b); de hecho, las células Whsc1-/- 
no irradiadas proliferan en un orden similar a las WT irradiadas (Fig. R-36c). Además, 
a partir del pase 5 ó 6 las células Whsc1-/- detienen su proliferación, a diferencia de las 
células WT que sólo frenan su cinética proliferativa a partir del pase 8, generalmente. Por 
otro lado, el defecto en el rendimiento celular con la proliferación observado en ausencia 
parcial o total de Whsc1, no se agrava con la inducción de daño por radiación gamma, ya 
que la reducción en la proliferación observada para los diferentes genotipos (con respecto 
a ellos mismos) por efecto de la radiación no muestra diferencias (Fig. R-36d).
También se realizó una curva de supervivencia, mediante un ensayo de formación 
de colonias a partir de MEFs, en condiciones crecientes de dosis de radiación gamma 
(ver Materiales y Métodos, 2.11.5.). Se observa cómo la ausencia de Whsc1 afecta al 
porcentaje de células capaces de proliferar y formar colonia en una manera dependiente 
de dosis, reduciéndose este porcentaje a la mitad en ausencia total de Whsc1 respecto 
a WT (Figura R-36e). De nuevo, este impedimento no parece ser dependiente del efecto 
ionizante, sino intrínseco a la célula KO per sé, ya que la reducción en el porcentaje de 
células formadoras de colonias a medida que aumenta la dosis de radiación (y, con ella, 
el daño celular y genético), se produce de manera equivalente entre los tres genotipos: 
WT, Whsc1+/- y Whsc1-/- (Fig. R-36f).
Por último nos preguntamos si la expresión ectópica constitutiva generalizada de 
WHSC1-II sería capaz de rescatar defecto proliferativo mostrado por los MEFs Whsc1-
/-. Como sugieren las curvas de crecimiento mostradas en la Figura Suplementaria 15, 
WHSC1-II no sólo rescata el fenotipo Whsc1-/- llevándolo a un comportamiento “WT”, sino 
que además parece dar ventaja proliferativa a aquellos clones que la sobre-expresan 
sobre un contexto genético Whsc1+/- y WT.
8.2. Estudios de acumulación de daño en el ADN, in vivo y ex vivo
Visto que el defecto proliferativo observado en ausencia de Whsc1 parecía ser 
dependiente de una alteración a nivel celular intrínseca a la célula Whsc1-/-, y aunque este 
no pareciera verse acrecentado por una inducción exógena de daño a ADN generalizada 
(bajo tratamiento con radiaciones ionizantes, tipo gamma), se decidió estudiar los niveles 
endógenos de daño celular (por acumulación de PARP, un marcador de apoptosis) y en 
el ADN (acumulación de γH2AX en ADN), in vivo, en las poblaciones hematopoyéticas 
estudiadas habitualmente, y compararlos con los obtenidos en animales WT (ver 
Materiales y Métodos, 2.12.2.). La Figura R-37 muestra, como ejemplo representativo, 
los resultados obtenidos a nivel de médula ósea para las poblaciones B, mieloide y LSK. 
En ausencia de Whsc1 se observa un sutil incremento en la acumulación de γH2AX para 
las células B en fase S respecto a células WT (Fig. R-37a). Esta diferencia es menor si 
se comparan las fases G2/M o G1/G0, y no se observa, en absoluto, para la población 
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mieloide. A nivel progenitor, el incremento en los niveles de γH2AX, principalmente 
para la población LSK Whsc1-/- respecto a la WT, es evidente, sobre todo para aquellas 
células en fase S (Fig. R-37b). Estas diferencias no se aprecian si lo que se compara 
es la acumulación de γH2AX en un contexto Whsc1+/- frente a WT, para ninguna de las 
poblaciones analizadas (Fig. R-37). 
Esta aproximación experimental se repitió sobre esplenocitos B estimulados ex vivo, 
sometidos a estrés proliferativo y reordenamientos genéticos, en ensayos de inducción 
de cambio de clase de inmunoglobulina. La acumulación de γH2AX es evidente, y 
máxima, para células que están duplicando su ADN (fase S, BrdU+) (Figura R-38a). Esta 
acumulación es notablemente mayor (casi el doble) para las células Whsc1-/- a lo largo de 
todas las fases del ciclo celular, no regresando a los niveles basales WT tampoco durante 
las fases G1/G0 (observarlo en Fig. R-38b, panel superior y porcentajes de células 
γH2AX+ para cada fase del ciclo celular). El incremento en los niveles de daño en ADN en 
ausencia de Whsc1 parecería, además, estar ligado a la proliferación celular, ya que la 
diferencia con respecto a condiciones silvestres se incrementa con las generaciones (Fig. 
R-38c). Este hecho indicaría que las células Whsc1-/- acumulan más daño genético que 
las silvestres.
8.3. Estudios de inestabilidad cromosómica
Para evaluar si el incremento en la acumulación de γH2AX observado en ausencia 
de Whsc1-/- podría estar ligado a una mayor tasa de inestabilidad cromosómica, se 
decidió llevar a cabo un estudio de las metafases durante la reacción de CSR, haciendo 
FISH a partir de esplenocitos B WT, Whsc1+/- o Whsc1-/-, cultivados ex vivo en presencia 
de aCD40+IL4, durante 72 horas (Materiales y Métodos, apartado 2.12.1). Este estudio 
se realizó en colaboración con el grupo de Jane Skok (Departamento de Patología, 
Universidad de Nueva York). La Tabla R-8 recoge los resultados del estudio. Se confirmó 
la reducción en la eficiencia de cambio de clase de inmunoglobulina en una manera 
dependiente de dosis de Whsc1 respecto a WT, pero no se apreció un incremento 
significativo en la tasa de inestabilidad cromosómica para las células mutantes que llegan 
o alcanzan la metafase (es decir, no se observaron reordenamientos cromosómicos 
sugerentes de un impedimento en la resolución de las roturas que se producen en los 
genes de las inmunoglobulinas durante el proceso de CSR ).
8.4. Estudios de eficiencia en la respuesta a inducción de daño en 
el ADN y su reparación
Un modo de testar si el mecanismo de respuesta (sentir el daño) y/o reparación 
de daño a ADN está afectado, consiste en someter a las células a la acción de un 
agente ionizante (que induzca daño en el ADN de cadena simple y doble) y analizar la 
cinética de recuperación (ver MM 2.12.). Para estudiar el posible papel, si lo hubiera, que 
Whsc1 podría tener en respuesta al daño al ADN, varios clones de MEFs de distintos 
genotipos (WT, Whsc1-/-, Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/- y Rosa-Delta-WHSC1-II) 
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fueron expuestos a 5 Gy de radiación gamma en un único pulso. Se analizó la tasa de 
respuesta (sensibilidad) a inducción de daño pasada 1 hora (cuando la acumulación de 
γH2AX en el ADN es máxima, y comienza la reparación) y tras 5 horas (momento en 
que, en condiciones silvestres, los efectos de la resolución del daño ya son visibles, y la 
acumulación de γH2AX tiende a reducirse). Sobre la base de los resultados obtenidos 
(Figura R-39), podríamos concluir que los MEFs Whsc1-/- no tienen afectado el inicio de 
la respuesta a daño genético (acumulan γH2AX), pero sí los mecanismos de reparación 
del mismo, ya que la cinética de reparación del daño está impedida o al menos muy 
ralentizada respecto a WT. Una vez más, la expresión ectópica de la isoforma WHSC1-II 
rescata este fenotipo (genotipo Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/-).
No se obtuvieron resultados concluyentes a partir del estudio de expresión de 
PARP.
Genotipo celular
Células analizadas Whsc1 +/+ Whsc1 +/- Whsc1 -/-
Réplica 1 232 217 --
Réplica 2 205 294 262
Réplica 3 208 187 303
Réplica 4 321 1041 213
Total 966 1041 778
CÉLULAS QUE HAN HECHO EL CAMBIO DE CLASE DE INMUNOGLOBULINA
Un alelo Igh reordenado 94 83 56
Ambos alelos Igh reordenados 65 39 27
% reordenamiento efectivo/total 16.46 11.72 10.67
Reducción de reordenamiento respecto a WT - 28.79 - 64.82
ESTUDIOS DE DAÑO CROMOSÓMICO. ALELOS Igh ANORMALES
Extremo 5’ de la Igh roto 14 3 8
Translocación aberrante de Igh 2 2 2
Cromosoma 12 roto 0 2 2
Tabla R-8. Estudios de inestabilidad cromosómica por FISH en esplenocitos B WT, Whsc1+/- o Whsc1-/- ob-
tenidos bajo condiciones de estrés proliferativo e inducción de reordenamientos genéticos, ex vivo. Se procedió a la estimulación ex vivo de esplenocitos B obtenidos a partir de animales WT o Whsc1+/-, recons-tituidos o no, y Whsc1-/- reconstituidos, con IL4+aCD40 durante 72 horas. Pasado este tiempo, las células se 
bloquearon en metafase y fijaron para cuantificar, por FISH, las células que habían hecho cambio de clase de inmunoglobulina (reordenando uno o los dos alelos Igh, y el porcentaje de reordenamiento efectivo total), así como para llevar acabo estudios de acumulación de daño cromosómico por la generación de alelos Igh anorma-les (extremo 5’ de la Igh roto, traslocaciones aberrantes de la Igh o rotura del cromosoma 12). En la muestra se recogen los datos obtenidos del estudio. Se muestra además el número total de células analizadas, a partir de 4 réplicas independientes. Se utilizaron, por réplica, un mínimo de un animal WT y un heterocigoto y 2 Whsc1-
/- reconstituidos.
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Figura R-32. Estudio de la cinética del ciclo celular in vivo en ausencia de Whsc1 frente a condiciones WT.  (La 
figura CONTINÚA en la página siguiente)
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Figura R-32. Estudio de la cinética del ciclo celular in vivo en ausencia de Whsc1 frente a condiciones WT.  Se inyectaron vía intraperitoneal 2 mg de BrdU, en pulso único, en ratones reconstituidos con células Whsc1-/-, de 6-8 semanas de edad, para llevar a cabo un estudio de la cinética del ciclo celular e incorporación de BrdU, in vivo. Como controles wild-type se emplearon indistintamente animales de genotipo silvestre C57Bl/6 o animales reconstituidos a partir de células Whsc1+/+, procedentes del mismo lote que los animales KO utilizados en cada momento. En las 
figuras suplementarias 12 y 13 se describen, respectivamente, el procedimiento de identificación de cada una de las poblaciones hematopoyéticas analizadas y el análisis del ciclo celular por incorporación de BrdU/7AAD para 1, 2 ó 24 horas tras la inyección de BrdU in vivo.  Se muestra un ejemplo representativo para cada genotipo de la pro-
gresión del ciclo celular monitorizado hasta las 24 horas (figuras de FACS), y se representan gráficamente los datos para: en médula ósea, los linfocitos B totales y linaje mieloide; en bazo,  linfocitos B totales y, en timo, a lo largo de la diferenciación T (poblaciones Doble Negativa (DN), Doble Positiva (DP), simple positiva CD8 (SP-CD8+) y simple positiva CD4 (SP-CD4+). Este ensayo se repitió 3 veces para 1 hora, para una n total de 4 WT y 5 Whsc1-/-; 2 veces para 2 horas, con n=3 para WT y n=4 para KO, y 1 vez para 24 horas, con n=2 por genotipo. Se muestra la media y 
desviación estándar para el conjunto de datos, así como la significación estadística cuando las diferencias entre WT 
y KO fueron significativas.
220
Figura R-33. Estudio de la proliferación celular in vivo, para las poblaciones progenitoras hematopoyéticas 
en presencia o ausencia de Whsc1. Se inyectaron vía intraperitoneal 2 mg de BrdU, en pulso único, en ratones reconstituidos con células Whsc1-/-, de 6-8 semanas de edad, para llevar a cabo un estudio de incorporación de BrdU, in vivo. Como controles wild-type se emplearon indistintamente animales de genotipo silvestre C57Bl/6 o animales reconstituidos a partir de células 
Whsc1+/+, procedentes del mismo lote que los animales KO utilizados en cada momento. En las figuras suplementa-
rias 12 y 13 se describen, respectivamente, el procedimiento de identificación de cada una de las poblaciones proge-nitoras hematopoyéticas analizadas (LSK, CLP, CLP “enriched” y CMP), así como la identificación de las células BrdU+, pasadas 1, 2 ó 24 horas tras la inyección de BrdU in vivo.  Por motivos técnicos, no se pudo llevar a cabo una tinción simultánea antiBdrU/7AAD; con lo que, para estas poblaciones, únicamente fue posible medir la incorporación de BrdU a los diferentes tiempos dados. Este ensayo se repitió 3 veces para 1 hora, para una n total de 4 WT y 5 Whsc1-
/-; 2 veces para 2 horas, con n=3 para WT y n=4 para KO, y 1 vez para 24 horas, con n=2 por genotipo. Se muestra la 
media y desviación estándar para el conjunto de datos, así como la significación estadística cuando las diferencias 
entre WT y KO fueron significativas.
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Figura R-34. Estudio del ciclo celular para las poblaciones linfoide B y mieloide, en médula, en el contexto de 
la pseudo “serie alélica” generada para Whsc1, in vivo. Se inyectaron vía intraperitoneal 2 mg de BrdU, en pulso único, en ratones Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1+/+ (verde), 
Whsc1+/+ (WT, negro), Whsc1+/- (azul), Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/- (matriz roja) y Whsc1-/- reconstituidos (rojo), todos ellos de entre 6-8 semanas de edad. Como controles wild-type se emplearon indistintamente animales de genotipo silvestre C57Bl/6 (WT) o animales reconstituidos a partir de células Whsc1+/+, procedentes del mismo lote que los animales KO utilizados en cada momento. Se muestra la media y desviación estándar para cada parámetro (células B o mieloides en fase S, fases G2/M o fases G1/G0, del ciclo celular), calculadas a partir del tamaño muestral 
total indicado en la leyenda. En las figuras suplementarias 12 y 13 se describen, respectivamente, el procedimien-
to de identificación de cada una de las poblaciones hematopoyéticas analizadas (linfocitos B y linaje mieloide, en 
médula ósea), así como la identificación de las diferentes fases del ciclo celular a partir de una tinción simultánea antiBrdU/7AAD, pasada 1 hora tras la inyección de BrdU. 
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Figura R-35. Estudio del ciclo celular en esplenocitos B, ex vivo, bajo condiciones de estrés proliferativo, en 
presencia y ausencia de Whsc1. Se llevaron a cabo ensayos de inducción de cambio de clase de inmunoglobulina empleándose esplenocitos B obte-nidos a partir de animales Whsc1-/- reconstituidos o WT (reconstituidos o no). Los esplenocitos B fueron teñidos con CellTrace Violet y puestos en cultivo durante 72 horas, en presencia de diferentes combinaciones de citoquinas (IL4+aCD40 o LPS+IL4) o LPS sólo. Pasado este tiempo se añadió BrdU al cultivo durante 45 minutos y se trata-ron las células para llevar a cabo un estudio de la distribución de las fases del ciclo celular (por incorporación de BrdU/7AAD) en cada generación (seguir protocolo completo en Materiales y Métodos). Este ensayo se repitió 5 ve-ces para un tamaño muestral total de n=7 para el genotipo WT y n=11 Whsc1-/-, usándose un mínimo de 1 animal WT y 2 animales reconstituidos Whsc1-/- por réplica. Se obtuvieron resultados repetitivos para las diferentes muestras 
y estímulos empleados. La figura muestra un ejemplo representativo de los resultados obtenidos para un ensayo llevado a cabo a partir de 2 animales WT y 3 Whsc1-/-, bajo estimulación con LPS. a) Ejemplo representativo para un donante WT y un KO del porcentaje de BrdU total incorporado por las células en cultivo, así como del número de generaciones celulares al tiempo de recolección de las células. Se muestra además la distribución de las células a lo largo del ciclo celular para cada generación (desde la Generación 0 (G0) a la Generación 4 (G4)). b) Representación 
gráfica del porcentaje de células WT (negro) o Whsc1-/- (rojo) en, de izquierda a derecha, Fase S del ciclo celular, Fases G2/M y Fases G1/G0. Se muestra la media, desviación estándar y significación estadística para los resultados 
obtenidos del ensayo. c) Representación gráfica de la relación entre el porcentaje de células en fases G2/M respecto al porcentaje de células en fases G1/G0, para cada genotipo (WT, negro; KO, rojo) y generación. Se muestra media y desviación estándar. 
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Figura R-36. Estudios de proliferación, formación de colonias y sensibilidad a daño a ADN en MEFs, en pre-
sencia o ausencia parcial o total de Whsc1. Se llevó a cabo la obtención de MEFs a partir de 3 hembras Whsc1+/- gestantes E14.5 (Pase 0). Se obtuvo un clon de MEFs por embrión; el conjunto de clones procedentes de una misma hembra conformó un lote. Para cada hembra/lote de MEFs se procedió en un ensayo independiente, generándose un tamaño muestral total, por genotipo, de: 
Whsc1+/+, n=4; Whsc1+/-, n=5 y Whsc1-/-, n=8, y al menos un clon de cada genotipo por lote. a-d) Para cada clon y lote, a partir de Pase 2 (P2), se llevó a cabo el seguimiento de la proliferación celular durante 6-8 semanas (hasta un mí-nimo de 6 pases), en ausencia o presencia de un pulso de 5 Gy de radiación gamma, en el momento del sembrado. La 
figura muestra los resultados obtenidos para el lote 1, con n=2 clones Whsc1+/+ (clones 1 y 2, negro); Whsc1+/-, n=2 (clones 3 y 4, azul) y Whsc1-/-, n=2 (clones 5 y 6, rojo). Se obtuvieron resultados repetitivos para el resto de lotes. Se representa: a) Curva de crecimiento monitorizada hasta P6, en ausencia de radiación (líneas lisas). b) Curva de cre-cimiento monitorizada hasta P6, habiendo recibido los MEFs un pulso de 5 Gy de radiación gamma en el momento del sembrado, en P2 (líneas discontinuas). c) Comparación del crecimiento del conjunto de clones, irradiados, con respecto al crecimiento de los clones Whsc1-/- sin irradiar. d) Reducción en la proliferación celular que sufre cada clon por efecto de la radiación con respecto a la tasa de crecimiento en ausencia de estrés ionizante. e-f) Ensayo de formación de colonias a partir de MEFs. Para el lote 1 se llevó a cabo un ensayo de formación de colonias bajo dosis crecientes de radiación gamma (0, 2, 4, 6 y 8 Gy), en el momento del sembrado. Se siguió el comportamiento de 2 réplicas para cada clon. e) Curva de supervivencia: Se muestra, para cada réplica y clon, el porcentaje de células for-madoras de colonias para cada dosis de radiación. La línea une las medias de las réplicas. f) Media del porcentaje de 
reducción del porcentaje de células que forman colonias a medida que aumenta la dosis de radiación cuantificado respecto al porcentaje de células formadoras de colonias en ausencia de radiación, para ese clon.
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Figura R-37. Estudios de acumulación de γH2AX con la fase del ciclo celular y población, en médula ósea, en 
animales Whsc1+/+, Whsc1+/- y Whsc1-/- reconstituidos, a los 6 meses de edad. 
Se llevó a cabo un estudio en paralelo de incorporación de BrdU, o ciclo celular por análisis del perfil BrdU/7AAD,  y 
acumulación de γH2AX, una vez pasada 1 hora desde la inyección intraperitoneal de 200 mg de BrdU. El ensayo se repitió 2 veces, empleándose 2 animales WT por ensayo frente a 3 animales Whsc1+/- (n=3, ensayo 1) o 3 Whsc1-/- 
reconsittuidos (ensayo 2), a los 6 meses de edad. Se cuantificó la acumulación de γH2AX a lo largo de las diferentes fases del ciclo celular en las poblaciones hematopoyéticas habituales en médula ósea, bazo y timo (procediimiento 
de identificación de las poblaciones tras el proceso de fijación y tinción intracelular, así como de análisis del ciclo 
celular al tiempo dado, se muestran en las figuras suplementarias 12 y 13, respectivamente). En la figura se mues-tran los resultados obtenidos para el estudio a los 6 meses de vida, en las poblaciones B, mieloide y LSK, de médula ósea. Se obtuvieron resultados repetitivos, por genotipo, a nivel de bazo y timo. Se representan: a, izquierda) Para 
los linfocitos B totales (panel superior) o células mieloides (panel inferior), acumulación diferencial de γH2AX con las diferentes fases del ciclo celular (Fase S, rojo; Fases G2/M, gris; Fases G1/G0, negro). Derecha) Para cada animal 
experimental, acumulación diferencial de γH2AX en función del genotipo (WT, en gris; Whsc1-/-, en rojo-naranja-verde y WT, Whsc1+/-, en azul claro-azul oscuro-morado) para cada fase del ciclo celular y población. b, izquierda) 
acumulación diferencial de γH2AX en la población progenitora LSK dependiente de la fase del ciclo celular (Fase S, células BrdU+, en rojo; Fases G2/M/G1/G0, células BrdU-, en gris). b, derecha), Para cada animal experimental, 
acumulación γH2AX en función del genotipo (WT, en gris; Whsc1-/-, en rojo-naranja-verde y WT, Whsc1+/-, en azul claro-azul oscuro-morado) y fase del ciclo celular de las células LSK.
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Figura R-38. Estudios de acumulación de γH2AX en condiciones de estrés proliferativo por inducción de 
cambio de clase de inmunoglobulina en esplenocitos B, ex vivo, en presencia o ausencia de Whsc1. Se llevaron a cabo ensayos de CSR, en presencia de CellTrace y bajo estimulaciones con LPS, LPS+IL4 o IL4+aCD40, durante 72 horas de cultivo; a este tiempo se añadió BrdU durante 45 minutos y se procedió a la recolección de las células (Materiales y Métodos). Se llevaron a cabo 2 réplicas independientes del estudio, a partir de un total de 3 animales WT y 5 Whsc1-/- reconstituidos. Finalmente, se estudió y cuantificó la acumulación de γH2AX de manera global en el total celular o bien a lo largo de las diferentes fases del ciclo celular analizado por incorporación de 
BrdU/7AAD; también a lo largo de las generaciones celulares y fases del ciclo celular para cada generación. La figura muestra un ejemplo representativo para un animal WT y otro KO resultante de una estimulación con LPS. Se obtu-vieron resultados repetitivos para el resto de estímulos. a) Análisis de la distribución del total de células a lo largo de 
las diferentes fases del ciclo celular y acumulación diferencial de γH2AX con respecto a la incorporación de BrdU (y 
fase del ciclo: Fase S), para una muestra WT y otra KO. b) Acumulación diferencial de γH2AX con las diferentes fases del ciclo celular. Panel superior: en histogramas, comparación entre células WT y Whsc1-/-. Panel medio e inferior: en 
figuras de FACS, porcentaje de células γH2AX+, a lo largo de las fases del ciclo celular, para una muestra WT o KO. c) 
Para WT o KO, acumulación global de γH2AX respecto a la tinción con CellTrace e incremento en la acumulación de 
γH2AX con las generaciones celulares resultantes de la estimulación ex vivo y proliferación celular.
Figura R-39. Estudios de respuesta a daño al ADN inducido por agentes ionizantes y su reparación en un 
contexto genético WT o Whsc1-/-, en presencia o ausencia de la sobre-expresión ectópica de WHSC1-II. Se sometieron a 5 Gy de radiación gamma diferentes clones de MEFs de genotipos Whsc1+/+ (WT, n=6), Rosa-Delta-
WHSC1-II (n=2), Whsc1-/- (n=8) o Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/- (n=2), distribuidos en 3 ensayos independientes, 
usándose un mínimo de 2 clones diferentes WT por réplica. Se evaluó la eficiencia de respuesta a la inducción de daño a ADN, así como la cinética de reparación del daño, a 1 y 5 horas tras la irradiación, respectivamente, mediante 
la cuantificación de los niveles de γH2AX acumulados en las células. Además se valoró la inducción de apoptosis mediante el estudio en paralelo de PARP. Se muestra, a partir de 2 ensayos distintos, un ejemplo representativo para cada genotipo, respecto a un control WT empleado en ese ensayo.
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D I S C U S I Ó N
“Las metamorfosis de muchos órganos demuestran cuán ma-
ravillosos cambios de función son, por lo menos, posibles. Por 
ejemplo: una vejiga natatoria se ha convertido, evidentemente, 
en un pulmón para respirar aire...
...También podemos creer que una parte que antiguamente fue 
de gran importancia se ha conservado con frecuencia -como la 
cola de un animal acuático en sus descendientes terrestres-, 
aunque haya llegado a ser de tan poca importancia que no 
podría ser adquirido, en su estado actual, mediante selección 
natural.”
Charles Darwin
El Origen de las Especies
1859
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9.1. Papel de Whsc1 en desarrollo en términos generales
En su conjunto, los resultados recogidos en esta Memoria confirman la hipótesis 
de partida de nuestro estudio y demuestran que, efectivamente, Whsc1 participa en el 
desarrollo del sistema hematopoyético y en la función de varios de los tipos celulares que 
lo componen; además, su falta tiene como consecuencia alteraciones en el desarrollo y la 
función de las células de la sangre, incluyendo la respuesta inmune.
Los defectos que se observan a nivel hematopoyético son intrínsecos a las células, 
y al papel que Whsc1 pueda tener a nivel intracelular, y no dependientes del nicho, ya 
que el nicho lo aporta el animal receptor del trasplante, y las diferencias observadas entre 
animales Whsc1-/-, Whsc1+/- y WT son consistentes y repetitivas independientemente del 
fondo genético de los recipientes utilizados. Por su parte, el hecho de que los defectos 
en proliferación y en la respuesta al daño al ADN sean reproducibles en una línea celular 
completamente distinta a cualquier célula sanguínea, como son los MEFs, sugiere que 
Whsc1 tiene un papel más general durante el desarrollo del organismo. Esta hipótesis 
está claramente reforzada por la letalidad embrionaria que sufren los animales Whsc1-/-; 
la cual no es consecuencia del defecto hematopoyético existente en ausencia de Whsc1, 
como se discutirá en adelante.
 Como se describió en la Introducción, WHSC1 pertenece a la familia de las Nuclear 
Set Domain proteins (NSD), la cual, además de a WHSC1/NSD2, también incluye a 
NSD1 y NSD3. Aún no está claro si existe o no redundancia funcional entre los miembros 
de esta familia, ni si cualquiera de ellos podría suplir la falta de otro; sin embargo, el 
hecho de que los distintos miembros estén implicados en diferentes patologías parecería 
indicar que actúan a nivel de diferentes rutas e identidades celulares [Morishita M. y Di 
Luccio E., 2011; Wagner E.J. y Carpenter P.B, 2012]. Un estudio comparativo entre los 
niveles de expresión de cada uno de los miembros de la familia NSD a lo largo de la 
diferenciación hematopoyética, obtenido de los datos del Immunological Genome Project 
[www.immgen.org], muestra distintos niveles de expresión (a nivel de ARNm) para los tres 
miembros de la familia NSD que podrían explicar los fenotipos observados en el sistema 
hematopoyético en ausencia de Whsc1/Nsd2 (ver en Figura D-1, localizada al final de 
la discusión). De este modo, mientras que Nsd1 y Nsd3 presentan niveles de expresión 
bastante similares a través de todos los tipos celulares sanguíneos, Whsc1/Nsd2, por el 
contrario, y a pesar de que, en términos cuantitativos, su expresión suele ser entre 2 y 4 
veces más baja que la de Nsd1 o Nsd3 de manera general, muestra picos de expresión 
cuyos máximos coinciden justo en las poblaciones celulares que, fenotípicamente, según 
los datos que se recogen en esta Memoria, más acusan la falta de Whsc1: población 
proB y preB, células B de centro germinal y timocitos dobles negativos (Fig. D-1, a-b). 
Por otro lado, los niveles de expresión de Whsc1 a lo largo de la diferenciación 
mieloide (tanto con respecto a Nsd1 y Nsd3, como con respecto a otros tipos celulares) 
son muy bajos (Fig. D-1c), lo cual también encajaría con nuestros resultados y explicaría 
que este sea el linaje menos afectado en ausencia de Whsc1. 
Por su parte, a nivel stem y progenitor no se observan diferencias de expresión 
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significativas entre Nsd1, Whsc1 y Nsd3 (Fig. D-1d); hecho que, dado el significativo 
efecto que la carencia de Whsc1 tiene en estas células, sugeriría que su papel en 
este compartimento no puede ser compensado funcionalmente por sus homólogos 
estructurales. 
Finalmente, tampoco se puede excluir la posibilidad de que Whsc1 desempeñe 
papeles en otros tipos celulares que sí puedan ser compensados por Nsd1 o Nsd3.
9.2. Función de Whsc1 en las células madre del sistema 
hematopoyético
Como se adelantó en la Introducción, la falta de Whsc1 afecta al desarrollo tardío 
del ratón [Nimura et al., 2009; Lee Y.F. et al., 2014], de manera que su ausencia total 
constitutiva resulta letal en etapa perinatal (P0-P1, en los animales usados en este 
trabajo). Si bien nuestros resultados ponen de manifiesto que, efectivamente, Whsc1 
participa en el desarrollo hematopoyético, también descartan la hipótesis de que algún 
tipo de fallo hematopoyético pudiera ser la causa de la letalidad observada, ya que los 
progenitores hematopoyéticos derivados de hígado fetal Whsc1-/- son capaces de producir 
todos los tipos celulares de un sistema hematopoyético adulto y de mantenerlo en el 
tiempo, cuando son inyectados en ratones recipientes irradiados letalmente. 
A pesar de ello, sin embargo, la célula stem hematopoyética adulta sí presenta 
problemas de viabilidad, ya que, en comparación con los animales WT, el compartimento 
LSK está reducido de una manera dependiente de dosis: en condiciones heterocigotas 
la reducción es a la mitad (no significativo estadísticamente, pero apreciable) y entre 3-4 
veces en células Whsc1-/- (***p<0.0001). Este problema se deja ya intuir en el mayor 
porcentaje de fallo del injerto, a partir de de hígado fetal, que presentan las células 
deficientes en Whsc1 en trasplantes primarios (alrededor del 12%, tanto en ausencia 
parcial como total de Whsc1, respeto al 2% para WT. Ver en Resultados 1, subapartado 
4.2.1. y Tabla R-1), y se manifiesta claramente en el impedimento que muestran, tanto 
las células Whsc1+/- como las Whsc1-/-, para mantener el sistema hematopoyético a largo 
plazo o en trasplantes seriados de médula ósea (Resultados 3). 
Los trasplantes seriados de médula ósea permiten testar la capacidad de 
autorrenovación de las células stem hematopoyéticas, así como su edad biológica, cinética 
de envejecimiento o agotamiento funcional [Bersenev, 2014]. Con cada subtrasplante, se 
fuerza a las células stem hematopoyéticas a salir de quiescencia para repoblar el nuevo 
nicho; además, y en paralelo, estas células stem han de ser capaces de autorrenovarse 
(a nivel numérico y funcional) para evitar el agotamiento de su propio compartimento. La 
falta de Whsc1, limita la capacidad de repoblación del sistema hematopoyético a 3 rondas 
de trasplante para las células KO (Figs. R-20 y R-22) y, en condiciones heterocigotas, las 
células Whsc1+/- comienzan a presentar signos de ineficiencia de repoblación en esta 
misma ronda (Fig. R-22). 
Estos resultados, en conjunto, confirman un fallo a nivel stem. Como consecuencia, 
al menos en parte, de este fallo, los recipientes secundarios Whsc1-/- carecen de linfocitos 
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B en periferia y los terciarios, además de tener comprometida su supervivencia (con 
una tasa de mortalidad del 80% a los 40 días de recibir el trasplante, frente a un 10% 
en el caso de haber sido reconstituidos con células WT), son incapaces de repoblar 
los linajes linfoides y mueren prematuramente (en torno a los dos meses de edad) por 
anemia aplásica grave. En línea con lo anterior, una biometría hemática permite constatar 
una pancitopenia acusada y un déficit patológico de hemoglobina, plaquetas, hematíes 
y de valor del hematocrito ya en los recipientes secundarios reconstituidos a partir de 
células Whsc1-/- (Fig. R-21). Esta hematopoyesis patológica, como decimos, ya presente 
en recipientes secundarios Whsc1-/-, es la consecuencia, y pone de manifiesto, un fallo 
medular, fallo que además concurre con una eritropoyesis medular y diferenciación 
mieloide aberrante, la incapacidad de producir linfocitos, la pérdida de los compartimentos 
progenitores –LSK, CMP, CLP- y la aparición de eritropoyesis extramedular esplénica. 
Este fenotipo se corresponde, como  se acaba de adelantar, con una insuficiencia medular 
grave, tal y como han descrito Neal S. Young N.S., MD, 2002; Chang H. Kim, 2010 o 
Johns J.L. y Christopher, M.M., 2012. De hecho, en las condiciones experimentales 
empleadas –ausencia de patógenos, gestación, u otros inmunoestímulos inducidos-, la 
mera aparición de eritropoyesis esplénica, de manera acelerada respecto a WT, tanto en 
animales Whsc1+/- viejos como en animales Whsc1-/- reconstituidos en trasplante primario 
y seriado, ya evidenciaría una insuficiencia medular más o menos grave. Todos estos 
resultados confirman, por tanto, un agotamiento prematuro del compartimento stem, al 
menos a nivel funcional [Beerman et al., 2010; Dykstra et al., 2011; Pang et al., 2011].
Las células stem hematopoyéticas se autorrenuevan durante toda la vida del 
individuo, pero también están sometidas a los procesos de envejecimiento del organismo 
[López-Otín, C., et al., 2013; Rossi, D.J., et al., 2008]. Se ha descrito que, a pesar de 
la expansión numérica que experimentan las LT-HSC [LSK, flk2-, CD34-] con la edad, 
su actividad funcional decae con el tiempo, lo cual resulta en un desequilibrio en la 
producción entre los distintos linajes sanguíneos y en una pérdida en la eficiencia de 
injerto [Rossi, D.J., et al., 2008]. En ratón, el envejecimiento del sistema hematopoyético 
está asociado con una pérdida paulatina de linfocitos, la aparición de mielodisplasias, 
leucemias, enfermedades autoinmunes y una reducida capacidad regenerativa tras 
eventos que causen estrés hematopoyético [Ivan K. Chinn, et al., 2012; Beerman I., et al., 
2014]. A nivel de célula stem, los cambios funcionales asociados con la edad incluyen, 
como se describió en la Introducción: 1) una disminución en la capacidad de injerto y 
repoblación, debido a una menor eficiencia de homing [Dykstra et al., 2011; Rossi et al., 
2005; Sudo et al., 2000; William H. Fleming, et al., 1993; Emmanuelle Passegué, et al., 
2005]; 2) cambios en el potencial de linaje, produciéndose una disminución del potencial 
linfoide (principalmente B) y manteniéndose del mielo-eritroide (también en condiciones 
de trasplante) [Beerman I., et al., 2014; Rossi D.J., et al., 2005], con lo que, en términos 
absolutos, aumentaría la contribución mieloide; 3) disminución de la capacidad de 
autorrenovación, pues el compartimento LT-HSC se agota funcionalmente [Beerman et 
al., 2010; Dykstra et al., 2011; Pang et al., 2011]; 4) pérdida de polaridad [Florian et al., 
2012]; 5) alteraciones en el patrón epigenético [Beerman et al., 2013; Chambers et al., 
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2007] y 6) acumulación de daño a nivel de ADN, que no conlleva un incremento en el 
número de aberraciones cromosómicas [Rossi et al., 2007; Beerman I., et al., 2014], pero 
sí, o al menos, de señales de respuesta a daño en el ADN, como es la acumulación de 
γH2AX [Flach J., et al., 2014]. 
Además de lo anterior, también se ha descrito que, mientras que las células stem 
hematopoyéticas procedentes de ratones jóvenes o de mediana edad (2-6 meses) 
raramente se hallan en fase S/G2/M del ciclo celular, aquellas procedentes de ratones 
viejos (24 meses) se encuentran frecuentemente ciclando [Morrison S.J. et al., 1996], 
presentando además una fase S retrasada en la entrada, pero extendida en el tiempo, 
lo que implicaría que las LT-HSC envejecidas ciclan más pero más lentamente [Flach J., 
et al., 2014]. Por otro lado, se sabe que dentro de la población LT-HSC, las células que 
se hallan en estado de quiescencia en el momento del trasplante son las que presentan 
una mayor capacidad de injerto en médula ósea y potencial para repoblar del sistema 
hematopoyético a largo plazo; mientras que las células LT-HSC trasplantadas en fase 
G1 ó S-G2/M conservarían intacto su potencial de proliferación y diferenciación, pero 
estarían funcionalmente impedidas para injertar [Fleming W.H., et al., 1993; Passegué E., 
et al., 2005], hipotéticamente debido a una menor eficiencia de homing tras un trasplante 
intravenoso, independientemente de la edad biológica celular [Venezia, T.A. et al., 2004; 
Glimm, H. et al., 2000; Yamaguchi, M., et al., 1998]. 
En cuanto al mecanismo molecular por el cual se incrementa la acumulación de 
daño en el ADN de las células stem hematopoyéticas con la edad, aún no se conoce con 
detalle. En general se acepta que el estado de quiescencia, en que fundamentalmente se 
mantienen las LT-HSC, favorece la acumulación de daño con el tiempo, ya que se requeriría 
la entrada en fase S/G2/M para su reparación [Rossi D.J. et al., 2007; Beerman I., et al., 
2014; Flach J., et al., 2014]. Sin embargo, mientras que Beerman I. et al, 2014 sostienen 
la idea de que esta acumulación de daño se deriva de que en estado de quiescencia 
se atenúa la respuesta a daño a ADN –permitiendo así su acumulación-, reactivándose 
dicha respuesta con la entrada en ciclo [Beerman I., et al., 2014], Flach et al., 2014 ha 
encontrado que las LT-HSC viejas (procedentes de ratones mayores a 22 meses de edad) 
presentan elevados niveles de estrés replicativo asociado con defectos del ciclo celular 
y roturas de cadena sencilla de ADN o errores sin reparar. Este estrés replicativo vendría 
dado por una disminución en la expresión de los componentes del complejo helicasa-
MCM (Mini-chromosome maintenance) unido a una dinámica alterada de las horquillas 
de replicación, que tardarían más en resolverse, o colapsarían, y, por tanto, las señales 
de daño a ADN por acumulación de γH2AX también permanecerían. Además, Flach J., et 
al., 2014 observan que, una vez que las células stem viejas restablecen la quiescencia, 
reaparecen señales residuales de estrés replicativo en forma de complejos de γH2AX 
nucleolares que se acumulan sobre los genes que codifican el ADN ribosomal (ADNr), 
y que estos complejos persisten en el tiempo debido una defosforilación inefectiva de 
γH2AX por la deslocalización (a nivel de citosol) de la fosfatasa específica PP4c. Como 
resultado, el acúmulo persistente de γH2AX en quiescencia funcionaría como una marca 
epigenética de silenciamiento transcripcional de los genes ribosomales que disminuiría la 
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biogénesis de estos y, por lo tanto, ayudaría a mantener el estado G0 celular [Flach J., et 
al., 2014]. 
Flach et al., 2014, también comprueban que las HSC viejas sobreviven a la 
replicación, a menos que se vean sometidas a un fuerte estrés replicativo, como un 
trasplante. Además, tanto en el estudio de Flach et al., 2014 como en el de Beerman I., 
et al., 2014,  observan que la progenie resultante de LT-HSC envejecidas acumula una 
mayor tasa de gaps y roturas cromosómicas (aunque no deleciones o translocaciones) con 
respecto a la progenie derivada de células stem jóvenes. Este daño va desapareciendo 
con la proliferación/diferenciación a través de MMP FlK2-, MPP Flk2+ y GMP, pero vuelve 
a elevarse sutilmente en los CLPs, aparentemente debido a los reordenamientos de 
la cadena pesada de las inmunoglobulinas que se inician en esta población. El trabajo 
de Beerman I., et al., 2014 pone además de relieve que, incluso habiendo reparado 
correctamente el daño a ADN, las LT-HSC viejas que permanecen (que vuelven a G0), 
muestran un potencial proliferativo y funcional disminuido.
Comparando los resultados experimentales obtenidos en este trabajo con respecto 
a lo publicado en la bibliografía y que se acaba de describir en este apartado, puede 
observarse  que la ausencia de Whsc1 reproduce una gran parte de los aspectos 
que caracterizan a un sistema hematopoyético envejecido (aun partiendo de células 
cronológicamente jóvenes), en una manera dependiente de dosis, para todos aquellos 
parámetros que hemos analizado. Ciertamente, las células Whsc1-/- presentan, en 
trasplante, i) una menor capacidad de injerto (Tabla R-1), ii) una cinética de repoblación del 
sistema más lenta que las WT y heterocigotas (Fig. R-3), iii) una capacidad regenerativa 
que no se mantiene más allá del segundo trasplante (Fig. R-20), iv) una disminución 
del compartimento LSK (casi a la mitad en un contexto heterocigoto y a la cuarta parte 
respecto al WT en ausencia total de Whsc1 (Fig. R-7)), compartimento que se agota 
funcionalmente en recipientes terciarios (Fig. R-22), y v) una evidente disminución del 
potencial linfoide (principalmente B), sin afectación del compartimento mieloide (Figs. R-3 
y R-4). Este último aspecto se puede apreciar, inclusive y sin necesidad de trasplante, 
tanto durante la embriogénesis tardía en el hígado fetal (para los linfocitos B) y en el timo 
(para los T) (Fig. Sup. 2), como en adulto, con la edad, en condiciones de heterocigosis 
(Whsc1+/-) (Fig. R-2 y Fig. Sup. 1). También es claramente visible en condiciones 
competitivas frente a células WT tanto en heterozigotos (Fig. R-17) como en knockouts 
donde, para el ratio 20:1, la única población Whsc1-/- que se mantiene, a nivel de periferia, 
es la mieloide (Fig. R-18). Este impedimento competitivo frente a WT in vivo se acentúa 
con el tiempo (Fig. R-19) y, en heterocigosis, el defecto se acrecienta, además, con la 
edad de las células donantes (Fig. R-18). 
La eficiencia de homing es otra de las capacidades que también se halla reducida 
en ausencia de Whsc1. Este defecto se demuestra en los ensayos de reconstitución a 
corto plazo en que las Whsc1-/- parecen llegar (o al menos anidar) en la médula ósea con 
una eficiencia hasta 4 veces menor que las células WT; a diferencia de lo que ocurre en 
el bazo, en que la eficiencia de homing se mantiene en el ratio de inyección de las células 
donantes (Fig. R-23a y Fig. Sup. 11a, respectivamente. Ver contribución de la población 
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LSK, a los 15 días tras el trasplante). 
Una menor eficiencia de homing podría ser, al menos en parte, la responsable del 
mayor fallo de injerto observado en ausencia de Whsc1 (Tabla R-1). Este impedimento 
podría estar, a su vez, relacionado con el incremento del porcentaje de células LSK en 
fase S que se observa en ausencia de Whsc1 respecto a la situación silvestre (Fig. R-33), 
así como con el mayor acúmulo de γH2AX que a su vez presentan estas células Whsc1-
/- respecto a células heterocigotas y WT de la misma edad (Fig. R-37b). Un aspecto 
interesante a este respecto, es que este mayor porcentaje de células Whsc1-/- LSK en 
ciclo, que duplica al que presenta el compartimento MPP (principal componente de la 
población LSK) de ratones con una edad cronológica de 20 meses [Rossi D.J, et al., 
2007], se corresponde con los valores observados en ratones con defectos en NHEJ [vía 
ADN Ligasa IV hipomórfica, Nijnik A., et al., 2007]. 
En línea con estos datos, y como se describió con anterioridad, el porcentaje de 
células ciclantes y la acumulación de γH2AX son dos parámetros directamente ligados 
a la edad biológica de la célula stem hematopoyética, relacionados, a su vez, con una 
eficiencia disminuida de homing e injerto y que, en su conjunto, apoyarían fuertemente 
la hipótesis de un envejecimiento prematuro del sistema hematopoyético en ausencia de 
Whsc1. 
Hemos visto que la pérdida de Whsc1 tiene un efecto similar en tipos celulares 
diversos, dando lugar a defectos principalmente asociados a la proliferación celular, 
desde el compartimento LSK a células tan distintas como linfocitos B o MEFs, y que, 
por otro lado, la re-introducción y expresión de manera constitutiva de WHSC1 (modelo 
Rosa-Delta-WHSC1-II) rescata todos los defectos observados en ausencia de Whsc1 
(Resultados 5). Esto sugeriría que, efectivamente, las alteraciones observadas son 
dependientes de Whsc1 y, por tanto, podríamos asumir que el mecanismo molecular 
subyacente a las alteraciones funcionales mostradas por las distintas aproximaciones 
estudiadas sería extrapolable a lo que ocurre a nivel stem. En esta línea, sería posible 
que el retraso (o impedimento) en la resolución del daño al ADN observado en MEFs (Fig. 
R-39), también estuviera teniendo lugar a nivel stem; lo cual, a su vez, dificultaría aún 
más el potencial de injerto y repoblación de estas células.
Otro aspecto a valorar es el defecto competitivo frente a WT observado en ensayos de 
reconstitución de médula ósea. Este defecto, que no parece ser compensable mediante el 
incremento de la dosis celular Whsc1 KO (Fig. R-18), sí puede superarse si se incrementa 
el porcentaje de células donantes heterocigotas (Whsc1+/-), aunque se precisa usar una 
relación celular 2 veces superior a la reducción en el porcentaje de células LSK observada 
respecto a WT. Es decir, es necesario duplicar el número de progenitores hematopoyéticos 
Whsc1+/- inyectado para obtener, en periferia, una relación de competición 50:50 respecto 
a WT (Fig. R-17). Este rendimiento celular observado en periferia, que per sé sugiere una 
disminución en el potencial de repoblación (propio de células stem envejecidas), no se 
corresponde, sin embargo, con la relación que se establece entre los genotipos donantes 
a nivel LSK, CMP o CLP, la cual parece mantener el ratio de competición existente en 
el momento de la inyección (Fig. R-17b). Dicho comportamiento también se observa 
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sutilmente cuando se ponen a competir, in vivo, progenitores Whsc1-/- frente a WT (Fig. 
R-19). Es decir, aunque los potenciales de repoblación de los genotipos Whsc1+/- y, sobre 
todo, Whsc1-/- estén claramente reducidos con respecto a WT, el nivel de contribución 
de las células deficientes en Whsc1 a las diferentes poblaciones hematopoyéticas sigue 
siendo tanto superior cuanto más indiferenciada sea la población (especialmente en 
compartimentos linfoides; no así en el mieloide). Además, el potencial de contribución 
-frente a WT- disminuye con la edad (Fig. R-19). 
Este comportamiento, a priori paradójico, ha sido descrito por diferentes autores 
que estudiaban modelos de ratón modificados genéticamente para que acumulasen daño 
a nivel stem hematopoyético y así poder analizar el efecto que el envejecimiento (medido 
como una acumulación de daño en el ADN) podría tener sobre el desarrollo del sistema 
hematopoyético con la edad [Cho et al., 2013; Nijnik et al., 2007; Parmar et al., 2010; 
Prasher et al., 2005; Rossi et al., 2007]. Añadir que los fenotipos observados en estos 
modelos de ratón se corresponden con los descritos en los resultados de esta tesis para 
el modelo de pérdida de función para Whsc1. 
Esta apreciación, en combinación con el impedimento/retraso en la reparación de 
daño a ADN observado en MEFS, podría sugerir que Whsc1 estuviera actuando a nivel 
de respuesta a daño en ADN; actividad funcional que además encajaría con el defecto en 
CSR observado en células B Whsc1+/- y Whsc1-/-, tanto ex vivo como in vivo. 
9.3. Papel de Whsc1 en el desarrollo y función de los linajes 
hematopoyéticos
Como se ha descrito, la ausencia de Whsc1 afecta al desarrollo del sistema 
hematopoyético en una manera que, en términos relativos, resulta en la reducción de la 
población linfoide sin afectar significativamente a la población mieloide ni a la megacario-
eritroide.  
Profundizando en el fenotipo observado para cada linaje sanguíneo en ausencia, 
total o parcial, de Whsc1 con respecto a lo observado en los modelos de ganancia de 
función y rescate, se ponen de relieve algunos aspectos:
9.3.1. Linaje granulocito-mieloide
En términos generales, la población mieloide es la que manifiesta una menor 
afectación por la falta de Whsc1. En trasplantes primarios, no se observaron alteraciones 
a nivel de desarrollo o de diferenciación para esta población, ni en ausencia de Whsc1 
ni tampoco en condiciones de sobre-expresión del mismo (Resultados 1 y 4); además, 
el incremento relativo en términos de contribución al sistema en ausencia de Whsc1 es 
debido a la disminución del potencial linfoide asociada a la pérdida de Whsc1, lo cual 
queda constatado al hacer una cuantificación absoluta por hematimetría (Fig. R-4). Por 
otra parte, la mieloide es la población menos afectada en condiciones competitivas 
(Resultados 3) y no presenta diferencias con respecto a una situación WT ni a nivel de 
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ciclo celular ni de acumulación de daño en el ADN (γH2AX) (Resultados 5). La reducción 
en celularidad que sufre esta población en recipientes Whsc1-/- reconstituidos secundarios 
(hematimetría, Tabla Sup. 5), así como los perfiles aberrantes que presenta a nivel de 
médula ósea y bazo, tanto en trasplante seriado secundario como terciario (Resultados 
3), son posiblemente más debidos al agotamiento funcional stem observado, que a un 
fallo de diferenciación o viabilidad intrínseco de linaje. Por su parte, la granulocitopenia 
observada en animales Whsc1-/-, que roza el 30-40% respecto a animales Whsc1+/- o WT 
reconstituidos (Fig. R-4) y que afecta a las tres poblaciones (neutrófilos, eosinófilos y 
basófilos) por igual, podría tener como origen más probable una ineficiente repoblación 
derivada de un fallo medular. 
9.3.2. Linaje eritroide
A nivel eritroide, y de la serie roja en general, tampoco se han observado alteraciones 
numéricas o funcionales graves, en trasplante primario. En términos absolutos, la 
eritropenia y la anemia que muestran los recipientes Whsc1-/- secundarios hay que 
valorarlas dentro del contexto en que se producen: una pancitopenia generalizada, 
paralela a la aparición de una acusada eritropoyesis extramedular esplénica (Resultados 
3). Es decir, que tanto la anemia como la eritropenia se producen bajo condiciones de 
fallo medular (stem) grave, y no debido a un fallo en el desarrollo o diferenciación del 
linaje megacario-eritroide en sí mismo. 
De esta forma, sobre la base de los resultados obtenidos, y a modo de sumario 
de los dos subapartados anteriores, no pareciera que Whsc1 llevara a cabo algún papel 
relevante una vez que las células han pasado el estadio de diferenciación CMP, para dar 
lugar al conjunto de células no linfoides. 
9.3.3. Desarrollo, diferenciación y función linfoide
Los estudios del desarrollo linfoide en embriogénesis tardía (E18-E19) revelaron un 
retraso cinético, o bien una reducción en la eficiencia de repoblación, tanto en linfocitos T 
(visible a nivel de SP-CD4 tímicos) como B (en hígado fetal) en embriones heterocigotos 
y Whsc1-/-, en una manera dependiente de dosis, respecto a embriones WT hermanos de 
camada (Fig. Sup. 2). Este comportamiento también se observa si se estudia la cinética 
y la eficiencia de repoblación de estas mismas poblaciones en ensayos de reconstitución 
de médula ósea. Se ha observado que, en condiciones competitivas, tanto las células 
Whsc1+/- (Fig. R-17) como las Whsc1-/- (Fig. R-18) están parcial o totalmente impedidas, 
frente a las células WT, para repoblar y contribuir a ambos linajes linfoides; situación 
que se invierte si quienes compiten son células Rosa-Delta-WHSC1-II, Whsc1+/+ frente 
a WT (Fig. R-29). Este resultado (que como comentamos en el apartado anterior, podría 
estar muy probablemente condicionado por la existencia de un sesgo en el potencial 
linfoide stem dependiente del fitness de la célula stem trasplantada) también se observa, 
especialmente para el compartimento B, en condiciones no competitivas, siendo la 
eficiencia de repoblación frente a WT significativamente menor en ausencia de Whsc1 
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(Fig. R-3), y significativamente mayor con una copia extra de WHSC1 (modelo Rosa-
Delta-WHSC1-II en fondo Whsc1+/+), tanto a nivel de médula ósea como de sangre 
periférica (Figs. R-27 y R-28). Por su parte, el hecho de que la población NK (TcrB- B220-/
low DX5+) también se halle decrecida a nivel medular y esplénico, tanto en heterocigosis 
(en torno al 30%, Fig. R-1d) como en el knockout (entre el 50-67%, Fig. R-5), sugeriría 
que i) la repoblación del linaje linfoide está comprometida, incluso en ausencia de la 
necesidad de reordenamientos genéticos (TCR o BCR) y también ii) la existencia de un 
fallo a nivel progenitor CLP, o anterior [Di Santo J.P., 2006]. No se han llevado a cabo 
estudios funcionales específicos para la población NK. 
Caracterizando el desarrollo y función de cada linaje, T y B, por separado, en los 
diferentes modelos utilizados durante este trabajo, podemos apreciar que, a nivel de 
células T, en general, los fenotipos son más sutiles. Se observa un sesgo a favor de las 
células CD4+ en el ratio CD4/CD8 en ausencia de Whsc1 frente a WT, bajo condiciones 
o no de estrés inmune in vivo (Fig R-13, e-g). Esta desviación también se observa en 
heterocigosis (Fig. R-1c), y se acrecienta en ensayos funcionales, bajo condiciones de 
inducción de respuesta inmune llevadas a cabo en condiciones competitivas frente al 
comportamiento WT, in vivo (Fig. R-16, c-f).  
Un aspecto que apuntaría a un impedimento, o bien a la hora de sembrar el timo, de 
expandirse clonalmente como DN, o de reordenar el TCR, es la reducción en la capacidad 
competitiva que muestran las células Whsc1-/- frente a las WT desde el estadio CLP 
(aún en médula ósea) al de Dobles Negativos (en timo) (Fig. R-19, diferenciación T). En 
heterocigosis, se observa que esta pérdida de competitividad es sostenida a lo largo de 
la diferenciación DN y DP; de manera que, una vez se alcanza el estadio SP-CD8+ o SP-
CD4+, el equilibrio competitivo entre las células Whsc1+/- y WT se mantiene en la relación 
que se observa en periferia (Fig. R-17). Tales resultados parecerían sugerir la existencia 
de una alteración proliferativa, ya sea dependiente o no del reordenamiento del TCR. El 
estudio de la distribución del ciclo celular y cinética del ciclo para cada población tímica 
(DN, DP, SP-CD8+ y SP-CD4+) reveló un incremento en el número de células en fase S 
en ausencia de Whsc1-/- respecto a WT, que afectaba a todas las poblaciones, pero que 
en la mayoría de casos no llegó a ser estadísticamente significativo (Fig. R-32, Timo). 
Esta diferencia no se observa en heterocigosis para Whsc1. Tampoco se observaron 
diferencias en acumulación de γH2AX a lo largo de la diferenciación T, o mayores tasas 
de muerte celular T (células PI+), entre timocitos Whsc1-/-, Whsc1+/- y WTs, in vivo [no 
mostrado].
El linaje B es, sin duda, el más afectado por la falta de Whsc1, tanto a nivel de 
desarrollo como de función. Parte del fenotipo B puede derivarse de la disfunción 
observada a nivel de la célula stem, como por ejemplo la aceleración de la linfopenia 
con la edad en animales heterocigotos (Fig. Sup. 1), el reducido número de células B 
(en médula ósea, bazo y sangre periférica) en los Whsc1-/- reconstituidos, la incapacidad 
de repoblación del linaje en trasplante seriado (Resultados 3) o la mermada cinética de 
repoblación y reducida contribución al linaje en condiciones competitivas in vivo (Figs. 17, 
18 y 19). Sin embargo, hay otros comportamientos, listados a continuación, que no son 
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atribuibles en su totalidad a una disfunción stem:
- El acúmulo de células proB en detrimento de los posteriores estadios 
de diferenciación B en la médula ósea (Fig. R-5 y Fig. Sup. 7b); efecto también 
observable en competición in vivo en forma de una reducción de la capacidad 
competitiva en el paso de proB a preB (Figs. R-17 y R-19). 
- El impedimento que sufren las células B Whsc1+/- para contribuir al centro 
germinal, a pesar de responder clonalmente al estímulo antigénico (en condiciones 
competitivas in vivo,  Figs. R-15, b-c).
- El hecho de que la proliferación celular B esté afectada en términos de 
rendimiento celular ex vivo (Fig. R-11, b-e), junto al reducido número de células 
inmunocompetentes o respondedoras (Fig. R-11a).
- El ineficiente cambio de clase de inmunoglobulinas tanto in vivo (Tabla Sup. 
2-A y Figs. R- 12, 13c y14c) como ex vivo (Tabla R-3, Tabla Sup. 1 y Figs. R- 9, 10, 
11f y14a-b).  
- La elevada muerte celular durante la diferenciación proB-preB (Fig. Sup. 
6) o en células B inmaduras y foliculares esplénicas a los 13-14 días tras una 
inmunización (Fig. Sup. 3). 
Además de todo lo anterior, las células B Whsc1-/- tienden a acumularse en fase S 
(tanto in vivo –Fig. R-32- como ex vivo -Fig. Sup. 15-) y parecen tener un ciclo celular 
impedido a nivel del progreso a través de las fases S-G2/M (Fig. R-32, cinética del ciclo 
celular, linfocitos B, en médula ósea y Fig. Sup. 14). También tienden a acumular más 
daño (cuantificado en términos de γH2AX), tanto en estado naive (in vivo -Fig. R-37- y 
ex vivo –Fig. R-3-) como con la proliferación y el cambio de clase de inmunoglobulina (ex 
vivo, Fig. R-38c).
Es importante recalcar que la re-introducción de WHSC1 in vivo (modelo Rosa-
Delta-WHSC1-II/Whsc1-/-) rescata todos y cada uno de los fenotipos descritos en 
ausencia de Whsc1 (Resultados 4 y 5), con lo que los defectos/alteraciones observadas 
son dependientes de la actividad histona metil transferasa que le confiere el dominio SET 
a WHSC1. Además, la expresión de una copia extra de WHSC1 (modelo Rosa-Delta-
WHSC1-II) otorga a las células un potencial proliferativo linfoide B incrementado con 
respecto a WT (Resultados 4), demostrando el papel específico de Whsc1 a nivel del 
control de la diferenciación del linaje B.
9.4. Mecanismo molecular
El que hayamos observado una mayor afectación del linaje linfoide B sería lo 
esperable en función de nuestra hipótesis de partida, basada inicialmente en aspectos tanto 
directos (sobreexpresión de MMSET en mieloma múltiple) como indirectos (problemas 
inmunes en pacientes con WHS) (ver Introducción). Además, en los últimos años, 
numerosas publicaciones han apuntado ya específicamente a una función significativa de 
Whsc1 durante el desarrollo y diferenciación B, principalmente asociada a su (discutida) 
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actividad H4K20-metiltransferasa, involucrada en la reparación de daño en el DNA vía 
NHEJ, e imprescindible durante el mecanismo de cambio de clase de inmunoglobulinas 
[Pei, H., et al., 2011; Pei, H., et al., 2012; Hajdu I., et al., 2011]. Hay que resaltar, como 
apuntábamos antes, que cada vez hay más resultados contradictorios que niegan esta 
actividad H4K20 para Whsc1 [Hartlerode et al., 2012; Hsiao y Mizzen, 2013; Kuo et al., 
2011], otorgándole únicamente capacidad H3K36 mono y dimetilasa [Kuo et al., 2011], 
como se ha observado que ocurre para el resto de miembros de la familia NSD [Tuzon 
C.T., et al., 2014; Lucio-Eterovic A.K., et al., 2010]. En línea con lo anterior, Asangani 
I.A., et al., 2013, describieron que las funciones oncogénicas de EZH2 (miembro del 
complejo Policomb) requerían de la actividad de MMSET (o WHSC1), no sólo en tumores 
hematopoyéticos, sino también en tumores sólidos. Así, EZH2, que media la modificación 
H3K27me3 y está asociada con silenciamiento génico, funciona upstream de MMSET, 
quien mediaría H3K36me2, iniciando la actividad transcripcional y facilitando la progresión 
de la fase S [Asangani I.A. et al, 2013].  De esta manera, el eje EZH2-MMSET controlaría 
epigenéticamente, a nivel de ciclo, el desarrollo B temprano, los reordenamientos de la 
cadena pesada del gen de la inmunoglobulina y la supervivencia de las células proB. Por 
otra parte, es necesario remarcar que la falta de Ezh2 causa fenotipos inmunes similares 
a los descritos en ausencia de Whsc1: deficiencias en desarrollo y activación linfoide en 
general, bloqueo en el desarrollo de proB a preB, y menor producción de células preB e 
inmaduras en médula ósea, aunque los reordenamientos V(D)J iniciados se completan 
con normalidad) [Su I., et al., 2003]. En relación con lo anterior, pudiera ser que el papel 
de Whsc1 que hemos observado a nivel de desarrollo linfoide estuviese más ligado a 
su actividad H3K36me2 y su papel en el progreso del ciclo celular, que a una actividad 
ligada a la reparación de daño a ADN vía NHEJ propiamente dicho. 
Por otra parte, si Ezh2 controla el desarrollo B temprano, su homólogo Ezh1 muestra 
picos de expresión en el compartimento LSK (fundamentalmente LT-HSC) y células B 
maduras (principalmente en centro germinal) [Hidalgo I, et al., 2012; Su I., et al., 2003]. 
No se ha descrito que entre Ezh1 (que tiene un patrón de expresión complementario al de 
Ezh2 [Shen X., et al., 2008; Hidalgo I, et al., 2012]) y MMSET exista una relación funcional, 
como se ha mencionado para Ezh2, pero sí se ha demostrado que Ezh1 es requerido para 
el mantenimiento de la función stem hematopoyética [Shen X., et al., 2008; Hidalgo I, et 
al., 2012] y que previene/protege de la senescencia celular por parada del ciclo celular, 
produciéndose, en su ausencia, una potente respuesta de senescencia [Hidalgo I, et al., 
2012]. Estos resultados indican que se puede provocar una disfunción stem dependiente 
de la permisividad proliferativa controlada a nivel epigenético, e independiente de fallos 
en el mecanismo/maquinaria de respuesta o resolución de daño al ADN propiamente 
dicho. 
El hecho de que el modelo de pérdida de función de Whsc1 reproduzca fielmente el 
comportamiento hematopoyético del modelo murino Ezh1-/-, incluso para la incapacidad 
stem de reconstituir recipientes terciarios, así como los defectos B en ausencia de Ezh2, 
sugiere la posibilidad de que Whsc1 pudiese estar actuando downstream de ambas rutas, 
tanto para Ezh1 como para EZH2 (para el que ya está demostrado) [Asangani I.A. et al, 
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2013], controlando así el desarrollo, función y diferenciación inmune –principalmente B- 
también a nivel de proliferación. 
En línea con lo anterior, nuestros resultados demuestran que Whsc1 ejerce un papel 
fundamental durante la progresión del ciclo celular (principalmente, parecería, durante la 
fase S), ya sea directamente ligado a la replicación del ADN (vía actividad H3K36me2) o 
también asociado a procesos que impliquen reparación del daño de doble cadena en el 
ADN (vía actividad H4K20me2, aunque discutible como se detallará en adelante). 
El hecho de que, en MEFs Whsc1-/-, se observe un impedimento proliferativo en 
ausencia de inducción de daño al ADN, así como que la sobre-expresión de WHSC1-II 
otorgue una ventaja proliferativa sobre células WT (Resultados 4 y 5), sugeriría que el 
defecto observado en ausencia de Whsc1 estaría más bien ligado a un fallo proliferativo 
(Fig. R-36 y Fig. Sup. 15). Sin embargo, no hay que olvidar que los MEFs Whsc1-
/- reparan mucho más lenta e ineficientemente el daño genético inducido por radiación 
gamma (Fig. R-39), lo cual, además de descartar un fallo en la detección del daño (hay 
una acumulación inmediata de γH2AX tras la inducción del daño, similar a WT), pondría 
de manifiesto un defecto en alguno de los mecanismos que intervienen en la reparación 
o resolución de daño en ADN, al menos en términos cinéticos. De hecho, la capacidad 
de resolución final del daño genético no está impedida en ausencia de Whsc1, ya que el 
proceso V(D)J parece estar mínimamente afectado, al menos en las células B que llegan 
al bazo (Fig. R-8), y en aquéllas forzadas a proliferar bajo la inducción de cambio de clase 
de inmunoglobulina, ex vivo, las cuales tampoco acumulan aberraciones cromosómicas 
(Tabla R-8). Sin embargo, el hecho de que no se observe un aumento en la generación 
de aberraciones cromosómicas en metafase, no significa que no se esté produciendo un 
daño grave en fases previas del ciclo. Pudiera ser que aquellas células que lo sufrieran se 
vieran impedidas para resolver el daño en el ADN [tanto programado, como V(D)J o CSR, 
o producido por agentes ionizantes], no completasen la metafase, quedando paradas 
antes de G2/M, y muriendo con el tiempo. En nuestros estudios no hemos observado 
un incremento de la apoptosis en las condiciones ensayadas ex vivo (resultados no 
mostrados), pero sí un incremento altamente significativo de células PI+ en el paso de 
proB a preB, e inmaduras B (Fig. Sup. 6); con lo que quizás habría que pensar en otra vía 
de limpieza celular como la catástrofe mitótica [Castedo M., et al., 2004; Roninson, I.B., 
et al., 2001]. 
En cualquier caso, si las alteraciones en la resolución del daño de doble cadena en 
el ADN son responsables de los fenotipos observados en ausencia de Whsc1, habría que 
considerar tanto NHEJ como Recombinación Homóloga (HR). Tanto los reordenamientos 
V(D)J como de CSR, al igual que las translocaciones o inversiones cromosómicas, se 
producen vía NHEJ en un proceso que está mediado por la metilación en H4K20 (aún 
no está claro el mecanismo, ver Introducción) y el reclutamiento de 53BP1 al sitio de 
daño. El proceso de NHEJ, aunque activo durante todo el ciclo celular, está favorecido 
en células en G1 [revisado por Chapman J.R. et al., 2012]. Por su parte, la reparación 
de daño a ADN vía HR se restringe a las fases S y G2 (ver Introducción). Recientemente 
se ha observado, en levaduras, que la elección de la vía en la reparación del daño de 
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doble cadena en el ADN está también controlada en una manera dependiente de la 
metilación en H3K36 [Pai, C-C, et al., 2014]. Este control epigenético también se observa 
en eucariotas superiores, de manera que la trimetilación de H3K36, exclusivamente 
dependiente de SETD2 en mamíferos, [Wagner E.J y Carpenter P.B, 2012] es requerida 
para la reparación del daño en el ADN vía HR, así como también es requerida para la 
estabilidad genómica [Pfister, S.X., et al., 2014]. Por su parte, la trimetilación de H3K36 
por SETD2 es dependiente de la existencia de una marca previa de dimetilación en 
H3K36, marca que en mamíferos está controlada por la actividad de Nsd1 y Nsd2/Whsc1/
Mmset, y que se asocia a activación transcripcional por reclutamiento del complejo RNA-
polimerasa II [Wagner E.J y Carpenter P.B, 2012]. Con lo cual, parece plausible que 
un patrón aberrante o una densidad disminuida de H3K36m2 pueda mediar defectos a 
nivel tanto proliferativo (por su dependencia de una actividad transcripcional y replicativa 
eficientes para poder proliferar) como de reparación de daño dependiente de la entrada 
en ciclo, como es la HR. Llegados a este punto, es importante recordar que la mayor 
causa de daño en el ADN por rotura de doble cadena (en ausencia de V(D)J, CSR o 
exposición a agentes exógenos) se produce de manera fisiológica cuando las horquillas 
de replicación del ADN se encuentran lesiones sin reparar que llevan a un colapso de la 
horquilla [Pfieffer et al., 2000]. 
Con respecto a nuestros resultados, lo que nosotros vemos en ausencia de Whsc1 
a nivel B, LSK y, en general, en cualquier célula o linaje sometido a condiciones de estrés 
proliferativo, en presencia o no de daño de doble cadena a ADN (inducido por agentes 
ionizantes o fisiológico –V(D)J, CSR-) es una acumulación de células en fase S, y una 
ralentización del progreso S-G2/M a G1/G0. Lo cual es razonable si el proceso de NHEJ 
está impedido (porque falta la marca H4K20me2 inductora, que, según algunos autores, 
dependería de Whsc1, entre otros factores) y las células se viesen forzadas a entrar en 
ciclo para reparar el daño a través del otro mecanismo posible: la HR. Las células dañadas 
entrarían en ciclo, pero se acumularían en fase S, ya que la HR tampoco funcionaría 
correctamente, debido a que el perfil de dimetilación en H3K36 dependiente de Whsc1, 
en una manera más o menos específica de tejido, es aberrante, y no se habría podido 
producir la trimetilación de H3K36, dependiente de SETD2, requerida para la reparación 
por HR. Ello conduciría a un estrés replicativo que llevaría a una fase S extendida, a un 
fallo mitótico en ausencia de una reparación efectiva compatible con la viabilidad celular, 
y a un retraso en la conclusión del ciclo.
La ralentización del ciclo celular por estrés replicativo, junto con la resolución 
defectuosa del daño, explicarían el bloqueo proB, así como los bajos rendimientos 
celulares B tanto in vivo como ex vivo; también explicarían la pérdida de capacidad 
competitiva de las células Whsc1-/- con las generaciones en condiciones competitivas, así 
como el que no se incremente el porcentaje de células Whsc1-/- PI+ en cultivo (puesto que 
las células están ralentizadas, pero no muertas). El retraso de una generación observado 
en expresión de las inmunoglobulinas resultantes del cambio de clase en la superficie por 
las células Whsc1-/- respecto a condiciones WT también sería esperable, así como que 
estas células Whsc1-/- exhiban una mayor acumulación incremental de γH2AX, bajo estrés 
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proliferativo con las generaciones. Además, el hecho de que, en ausencia de Whsc1-/-, las 
células sufran mayor estrés replicativo sería consistente con el aparente envejecimiento 
acelerado del compartimento stem hematopoyético, el retraso para repoblar el sistema, 
el impedimento competitivo –se requiere proliferar para poder competir- o su reducido 
potencial linfoide –pues son las células del sistema inmune que más requieren de la 
proliferación-. También explicaría el retraso cinético o defecto para reparar el daño en 
ADN que muestran los MEFs deficientes para Whsc1 (ya que sería necesario el progreso 
a través de la fase S para su recuperación).
9.5. Efectos de la hemicigosis para WHSC1 en pacientes con 
WHS
Nuestros datos revelan que la falta de Whsc1 en un modelo de ratón tiene 
consecuencias profundas para el desarrollo y la función del sistema inmune. Los pacientes 
con WHS carecen de una copia de WHSC1 y, al ser un síndrome de genes contiguos, de 
numerosos otros genes en 4p. Recientemente, Kerzendorfer C., et al., 2013, trabajando 
con líneas celulares derivadas de pacientes Wolf-Hirschhorn, observaron una replicación 
ineficiente del ADN y una progresión incorrecta de la fase S del ciclo celular. Además, 
encontraron que estas células mostraban una mayor sensibilidad al daño en el ADN 
tras ser expuestas a radiación UV, lo cual asociaron con una haploinsuficiencia de los 
genes NELF/WHSC2 y SLBP, localizados ambos en la WHSCR, debido a la importancia 
significativa de la interacción entre ambas proteínas NELF/WHSC2 y SLBP en replicación 
y ciclo celular [Kerzendorfer C., et al., 2013; Kerzendorfer C., et al., 2012]. Sin embargo, 
nuestros resultados demuestran que la falta de Whsc1, por sí sola, es capaz de reproducir 
este fenotipo, en ratón; de manera que su haploinsuficiencia podría estar causando, al 
menos, parte del defecto descrito para la ausencia parcial de NELF/WHSC2 y SLBP en 
los pacientes. 
En un estudio paralelo al descrito en esta Memoria, hemos secuenciado y estamos 
analizando, mediante técnicas de “next generation sequencing” el exoma de los pacientes 
con WHS a partir de muestras de ADN obtenidas de sangre periférica. Los resultados 
preliminares del estudio bioinformático (datos no mostrados) no parecen detectar 
una acumulación de daño al ADN en estos pacientes, en forma de un incremento en 
el número de mutaciones. Sin embargo, los datos obtenidos en ratones Whsc1+/- (más 
parecidos al caso humano) o Whsc1-/- (con un fenotipo más grave cuantitativamente, 
pero cualitativamente similar al heterozigoto) sugieren la posibilidad real (apoyada por los 
datos arriba mencionados del estudio de Kerzendorfer C., et al., 2013) de que exista una 
progresiva acumulación de daño al ADN en estos pacientes con la edad. Este daño se 
manifestaría fundamentalmente a nivel de las células stem, y sería difícilmente detectable 
en la descendencia celular en sangre periférica (sólo visible tras poner las células en 
cultivo), sobre todo en muestras procedentes de niños (existen muy pocos pacientes vivos 
identificados mayores de 18 años). Sin embargo, las deficiencias inmunes características 
de la mayoría de los pacientes indican la existencia de un problema subyacente, cuyo 
Discusión
249
mecanismo molecular probablemente sea el mismo que hemos visto que causa los 
mismos fenotipos en ratones Whsc1+/-. La profundización en esta investigación será de 
gran utilidad para poder establecer las bases de la enfermedad humana, y para aclarar el 
riesgo que puedan presentar los pacientes adultos con WHS frente a las patologías que 
pueden resultar de una acumulación de daño genético. 
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CONCLUSIONES
“No se encuentra a menor altura que otras estrellas
y no se desplaza de un modo diferente
al de todas las estrellas fijas, 
ni cambia de aspecto o tamaño.
Todo esto lo demuestra la razón más pura;
no vemos indicios de paralaje los que estamos en la Tierra
a causa de las enormes dimensiones del cielo.”
Galileo Galilei
Diálogo Sobre los Dos Máximos Sistemas del Mundo 
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CONCLUSIONES
1) La ausencia del gen Whsc1 en ratón no impide la generación de todos 
los diferentes tipos celulares del sistema hematopoyético analizados en este 
estudio.
2) Sin embargo, Whsc1 es necesario para el correcto desarrollo y función 
del sistema hematopoyético.
3) La disminución de la dosis de Whsc1 causa el deterioro de las 
capacidades de auto-renovación y supervivencia de las células madre (stem) 
hematopoyéticas. Esta afectación lleva a la aplasia medular en condiciones de 
estrés hematopoyético, en un grado que es dependiente de la dosis de Whsc1.
4) El linaje de los linfocitos B resulta especialmente afectado por la pérdida 
de Whsc1, y las células Whsc1-/- se ven seriamente comprometidas en su 
capacidad de diferenciación linfoide B más allá del estadio pro-B.
5) La disminución de la dosis de Whsc1 en linfocitos B maduros provoca 
una  ineficiente reacción de cambio de clase de las inmunoglobulinas, tanto in 
vivo como ex vivo, cuya gravedad se correlaciona con la reducción en la dosis 
de Whsc1. Este defecto se asocia con una proliferación limitada, paralela a una 
reducción de la expresión y secreción de las inmunoglobulinas resultantes del 
cambio de isotipo.
6) La falta de Whsc1 causa una acumulación de las células en fase S en las 
células madre hematopoyéticas y en los linfocitos B (tanto in vivo como ex vivo). 
Además, las células presentan una ralentización en el paso de fase a S-G2/M a 
G1/G0.
7) La falta de Whsc1 induce una acumulación de γH2AX en las células 
madre hematopoyéticas y de los linfocitos B (tanto in vivo como ex vivo). 
8) Los fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs) Whsc1-/- presentan un 
impedimento en la respuesta al daño en el ADN inducido por radiación gamma, 
mostrando una menor eficiencia para resolver el daño detectado.
9) Todos los defectos observados en la células Whsc1-/- son debidos 
específicamente a la falta de dicho gen, ya que pueden ser rescatados mediante 
la expresión ectópica de la isoforma completa de WHSC1.
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ANEXO I: 
MATERIAL  SUPLEMENTARIO
“Cada fracaso enseña al ser humano algo que 
necesitaba aprender.”
Charles Dickens
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Estímulo
Inmuno-
globulina
Genotipo n pvalue Significación 
estadística
Cambio en la 
respuesta
IL4+aCD40
IgG1 Whsc1 HET 7 0.4368 ns
IgG1 Whsc1 KO 3 0.0433 * -33 %
IgE Whsc1 HET 7 0.1014 ns
IgE Whsc1 KO 3 0.0213 * -59 %
LPS+IL4
IgG1 Whsc1 HET 10 0.6079 ns
IgG1 Whsc1 KO 3 0.9126 ns
IgE Whsc1 HET 10 0.1048 ns
IgE Whsc1 KO 3 0.0006 *** -46 %
LPS
IgG3 Whsc1 HET 20 0.0064 ** -14 %
IgG3 Whsc1 KO 8 0.0007 *** -30 %
TGFbeta+LPS
IgG3 Whsc1 HET 8 0.9194 ns
IgG3 Whsc1 KO 3 0.5873 ns
IgA Whsc1 HET 8 0.8167 ns
IgA Whsc1 KO 3 0.4936 ns
IgM+aCD40 IgG3 Whsc1 KO 3 0.4968 ns
Tabla Suplementaria 1.  Estudios de cambio de clase de inmunoglobulina ex vivo. Se muestran los resultados del análisis comparativo de funcionalidad de células B en el proceso de CSR, en función del genotipo: Whsc1+/+ (WT), Whsc1+/- (HET) o Whsc1-/- (KO). Se recoge el tamaño muestral, la significación estadísti-
ca y pvalue para la variación en la eficiencia de cambio de clase de inmunoglobulina para los genotipos heterocigoto 
o KO, comparado con el/ los WTs del ensayo (considerando para WT una eficiencia de respuesta máxima, 100%), 
para cada inmunoglobulina específicada y estímulo concreto. WT, n>10; Número de réplicas del estudio>5. Cuando 
las diferencias frente a WT, obtenidas a partir del total de réplicas, fueron estadísticamente significativas, se cuan-
tificó el porcentaje de cambio en la respuesta, con su signo (negativo, si la respuesta se redujo respecto al genotipo silvestre).
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Tabla Suplementaria 2-A
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Tabla Suplementaria 2. Sumario de los resultados obtenidos del análisis por citometría de flujo de los ani-
males inmunizados con eritrocitos de cordero, a los 10 ó 13 días de la inyección, en bazo, nódulos linfáticos 
y timo.Para cada individuo analizado se muestra su genotipo y origen (todos los animales Whsc1-/- son animales reconsti-tuidos) y el ensayo a que pertenecen; así como si fueron usados como animales “control” (no inyectados) o “experi-mentales” (inmunizados mediante la inyección de 200 μl de eritrocitos de cordero, vía intraperitoneal). En el caso de tratarse de animales experimentales, se indican los días tras la inyección a que se llevó a cabo el ensayo. Se analizó la contribución (estado) de las principales subpoblaciones linfoides T y B implicadas en la respuesta inmune indu-cida por la inyección. Subpoblaciones T: CD8+, CD4+ y ratio CD8/CD4. Linfocitos B: esplenocitos B totales y, dentro de esta población, la contribución del compartimento marginal B, el % de células B que hacen Centro Germinal (CG) y el porcentaje de células IgG1+. Además, se cuantificó el % de células CG respecto al total de células del bazo. Para valorar si había diferencias en la respuesta, se calculó el % de células B que hacían CG frente al % en condiciones WT. Del mismo modo, se halló la diferencia en el % de células IgG1+. Debido a que la respuesta inducida es altamente dependiente del lote de eritrocitos utilizado, los porcentajes de “activación” y “reducción de la respuesta” se calcu-laron comparando los resultados obtenidos para los animales Whsc1+/- y/o Whsc1-/- con respecto a la respuesta de los animales control WT empleados en el ensayo particular (a los que se les dio valor relativo del 100%).  Tabla Sup. 2-A) Bazo;  Tabla Sup. 2-B) Nódulos linfáticos y timo.
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Id ratón Procedencia
identificador 
de la 
muestra
Análisis histologías de bazos (Hematoxilina-
Eosina), vistas por el anátomo-patólogo 
Óscar Blanco. Hospital Clínico de Salamanca
7 días tras la inmunización (200 μl SRBC, vía intraperitoneal)
WT
20130215-014 BMT3-6(Reconstituido)
2 0 1 3 0 2 1 5 -
014
Sí hay CG, son claramente menores que en el 
ratón 20130215-006, son pequeños
2 0 1 2 1 2 1 7 -
0WT C57B6_Ly5.2 CCH-WT4
No se ven bien los GC. Tiene mucha pulpa roja, 
llena de eritrocitos. Eritropoyesis muy marcada.
Whsc1+/- 20130215-020 BMT3-6 2 0 1 3 0 2 1 5 -020 Con CG pequeños.
Whsc1-/-
20121217-009 BMT3-4 CCH-KO9 Sí hay GC. Se parece a los WT. GC discretos
20121217-010 BMT3-4 CCH-KO12 Sí hay GC. Pequeños y similares a los de CCH-WT4.
20121217-022 BMT3-4 CCH-KO22 No hay folículos, desestructurado. No hay GC
20130215-006 BMT3-6 2 0 1 3 0 2 1 5 -006
Sí hay CG claros de tamaño normal. También se 
ven linfocitos y células plasmáticas en la pulpa 
roja.
20130215-010 BMT3-6 2 0 1 3 0 2 1 5 -010
Sí hay GC (mayores que el 20130215-014 y 
menores que el 20130215-006)
20130215-031 BMT3-6 2 0 1 3 0 2 1 5 -031
Con GC pequeños y mal delimitados con la zona 
del manto
13 - 14 días tras la inmunización (200 μl SRBC, vía intraperitoneal)
WT
2 0 1 2 0 6 0 6 -
0WT C57B6_Ly5.1 CCH-WT1 Se ven centros germinales (GC) claros.
2 0 1 2 0 6 0 7 -
0WT C57B6_Ly5.1 CCH-WT2 Se ven bien los GC. Bazo hemorrágico.
2 0 1 2 1 2 1 1 -
0WT C57B6_Ly5.2 CCH-WT3
Se ven menos GC que en los dos anteriores y 
menos pulpa roja
20130215-017 BMT3-6(Reconstituido)
2 0 1 3 0 2 1 5 -
017
Es casi todo pulpa roja. Un folículo con GC muy 
sutil. La pulpa roja es muy celular, no se puede 
decir que sea tumoral pero es muy blástico con 
mucha serie eritroide inmadura
Whsc1+/- 20130215-022 BMT3-6 2 0 1 3 0 2 1 5 -022
Sí hay CG de tamaño normal (parecidos a los del 
ratón 20130215-010). Algunos folículos no tienen 
CG y otros sí.
Whsc1-/-
20120606-003 BMT3-1 CCH-KO3 Tiene más pulpa blanca que los ratones WT. Sí que hay GC.
20120607-004 BMT3-1 CCH-KO4 Con GC pequeños y mal delimitados con la zona del manto. Algo histolisado
20130215-033 BMT3-6 2 0 1 3 0 2 1 5 -033
Casi no hay pulpa blanca, casi todo es pulpa roja. 
No se ve formación de GC
20130215-025 BMT3-6 2 0 1 3 0 2 1 5 -025 No se ve formación de GC
20130215-007 BMT3-6 2 0 1 3 0 2 1 5 -007
Sí hay GC de tamaño normal (parecidos a los del 
ratón 20130215-006)
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Tabla Suplementaria 3.  Resultados del estudio anatomo-patológico de la formación de centros germinales. Se inmunizaron con eritrocitos de cordero 6 animales silvestres (2 de ellos reconstituidos), 2 animales Whsc1+/- re-constituidos y 11 Whsc1-/-, que se distribuyeron uniformemente en 2 grupos para ser analizados a los 7 ó 13 días tras la inyección, como se indica en la tabla.  Pasado este tiempo, los animales correspondientes fueron eutanizados, y sus bazos procesados para ser analizados por histología (Hematoxilina-Eosina). Los cortes histológicos fueron 
revisados para su estudio anatomo-patológico. En la tabla se muestran el identificador del ratón experimental (Id 
ratón), su procedencia (fondo genético y, si son reconstituidos, el trasplante a que pertenece), el identificador dado 
para cada muestra de bazo (identificador de la muestra) y los resultados del análisis anátomo-patológico de la for-mación de centros germinales (estudio llevado a cabo por Óscar Blanco, anátomo-patólogo del Hospital Clínico de Salamanca). Por último, se recoge la n para los diferentes genotipos y días tras la inmunización.
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Tabla Suplementaria 4.  Eficiencia de cambio de clase de inmunoglobulina, in vivo, en respuesta a una inmu-
nización con eritrocitos de cordero. 2 animales silvestres y 5 reconstituidos a partir de células Whsc1-/- fueron inmunizados con eritrocitos de cordero. 
La RCG se estudió en bazo, y por citometría de flujo, a los 13 ó 14 días tras la inyección, y el porcentaje de células de 
CG que habían realizado el cambio de clase (a IgG1, IgG3, IgE, IgA, IgG2a o IgG2b) fue cuantificado, según se detalla 
en la tabla. Se muestra el porcentaje de células inmunoglobulina específica positivas para cada uno de los animales 
experimentales. Se indica además el valor promedio y la desviación estándar para la eficiencia de CSR respecto a la obtenida en condiciones silvestres. Por último, se determinó la variación en la respuesta respecto a WT (en rojo, cuando la variación fue negativa; es decir, cuando hubo una reducción de la respuesta respecto a WT).
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Tabla Suplementaria 5. Biometría hemática de animales reconstituidos en trasplante seriado secundario.Se muestra el valor medio, y los valores mínimo y máximo, para cada uno de los parámetros medidos en sangre periférica, a las 6 semanas tras el trasplante seriado. Como control externo frente al efecto de la reconstitución seriada se analizó una muestra de sangre procedente de 5 animales WT C57Bl/6, no reconstituidos, de 6 semanas de edad. Se indica, para la cohorte de animales reconstuidos analizados, el tamaño muestral (n). Para los recipien-tes reconstituidos a partir de células Whsc1-/- se indentifican en rojo las poblaciones que muestran una reducción 
estadísticamente significativa (p<0.05) frente a los valores presentes en los recipientes secundarios reconstituidos a partir de células WT. 
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Figura Suplementaria 1. Linfocitopenia ligada al envejecimiento monitorizada en sangre periférica. Se muestra la distribución porcentual de los animales en tres grupos (gris o verde; blanco o amarillo; negro o azul) 
definidos en función del porcentaje de linfocitos en sangre periférica de cada individuo, obtenido por FACS.  Los 
intervalos que definen el grado estándar de linfopenia ligada a la edad dentro de un grupo experimental wild-type 
se definieron en base a los resultados obtenidos para el genotipo silvestre (n=15), representado en la columna de la izquierda, en escala de grises. Los porcentajes recuadrados indican el porcentaje de animales del grupo experi-
mental dado que presentan un porcentaje de linfocitos en sangre dentro del intervalo que refiere la leyenda de la 
gráfica respectiva. a) Distribución de los animales según su grado de linfopenia B. Los intervalos se definen para una contribución de células B a la sangre periférica mayor a un 35%, entre un 20 y un 35% o inferior a un 20%. b) 
Linfopenia T CD8+ definida en función de los cuartiles 25 y 75 para WT, siendo el cuartil inferior igual a 12,30% y el superior a 21,70%. c) Linfopenia T CD4+, definida en función de los cuartiles 25 (10,60%) y 75 (15% de células T CD4+), obtenidos para WT. Animales Whsc1+/- identificados en azul-amarillo-verde, n=43.
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Figura Suplementaria 2. Estudio comparativo del desarrollo T y de la población B esplénica fetal entre rato-
nes hermanos de camada Whsc1+/+, Whsc1+/- y Whsc1-/-.  Se analizó el desarrollo T en timo (panel superior) y la composición y contribución de la población B a la celularidad 
esplénica total (panel inferior), en fetos E18-19, hermanos de camada. Como ejemplo representativo, se muestran 
6 de los 9 embriones que conformaban esta camada,  de un total de 3 camadas analizadas, procedentes de 3 parejas reproductoras distintas.
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Figura Suplementaria 3. Viabilidad diferencial de las subpoblaciones de esplenocitos B entre los genotipos 
WT y Whsc1-/-. Se muestra a media, desviación estándar, pvalue y significación estadística del porcentaje de células muertas (po-sitivas para Ioduro de Propidio, PI+) -eje Y-, respecto al total de células de la población concreta (eje X, de izquierda a derecha: células B totales [B220+], células B inmaduras [IgM+, IgD-, CD23low, CD21low], células B foliculares [FOL, CD23high, CD21medium] y células B marginales [MZ, CD23low, CD21high], en bazo, comparado entre animales silvestres (n=3, negro) frente a Whsc1-/- (n=5, rojo), analizado entre 13-14 días tras haber sido inmunizados con eritrocitos de cordero, distribuidos los animales en 3 réplicas independientes. Se usó al menos un animal WT por réplica. 
290
Figura Suplementaria 4. Reconstitución del sistema hematopoyético adulto, en condiciones competitivas 
WT vs Whsc1+/-.Se muestran los ratios en que se inyectaron mezclas de células de genotipo silvestre (WT, Ly5.1+) y Whsc1+/- (Ly5.2+), para reconstituir animales letalmente irradiados, a partir de médula ósea adulta procedente de animales de entre 6-8 semanas de edad. Se llevaron a cabo 2 réplicas de este ensayo, a partir de donantes diferentes y a distintos tiempos. En una primera réplica se reconstituyeron 20 animales, en ratio 1:1; en la segunda, se reconstituyeron 5 animales en ratio 1:1 y 15 en ratio 1:4, a favor de las células heterocigotas. Se obtuvieron resultados repetitivos para 
el ratio 1:1. En la figura se muestran los ratios de inyección, confirmados por citometría de flujo, para la segunda 
réplica. Se confirman los ratios esperados a nivel de médula ósea total, células B y población LSK.
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Figura Suplementaria 5. Contribución diferencial de las células competidoras Whsc1-/- a las subpoblaciones 
progenitoras, linfoides B y población mieloide, en el mantenimiento del sistema hematopoyético a largo 
plazo, bajo condiciones competitivas 20:1 frente a células WT.  
(La figura CONTINÚA en la página siguiente)
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Figura Suplementaria 5. Contribución diferencial de las células competidoras Whsc1-/- a las subpoblaciones 
progenitoras, linfoides B y población mieloide, en el mantenimiento del sistema hematopoyético a largo 
plazo, bajo condiciones competitivas 20:1 frente a células WT.  Se llevó a cabo un ensayo de reconstitución de médula ósea a partir de una mezcla de progenitores hematopoyéticos 
obtenidos de hígado fetal, E18-E19, procedentes de fetos WT (Ly5.1+) y Whsc1-/- (Ly5.2+). La mezcla se inyectó en 
un ratio 20:1 a favor de las células KO. Pasados 7 meses tras el trasplante, se analizó por citometría de flujo la con-
tribución de cada genotipo donante a diferentes subpoblaciones hematopoyéticas, definidas a partir de marcadores de membrana. Se muestra un ejemplo representativo, de una n=5 animales reconstituidos analizados. a) Estatus de contribución a las poblaciones progenitoras LSK, CMP, CLP y CLP “enriched”, en médula ósea. b) Diferenciación linfoide B, en médula ósea. Se muestra la reducción en la contribución de las células Whsc1-/- a las diferentes subpo-blaciones B a medida que ocurre la diferenciación del linaje. Se compara la relación entre las células competidoras en el compartimento proB, preB, inmaduras, recirculantes y células B totales. c) Mantenimiento de la relación de contribución de los genotipos competidores a las poblaciones mieloides (Gr1+Mac1+ y Mac1+) en médula ósea, bazo y sangre periférica.
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Figura Suplementaria 6. Viabilidad diferencial en función del linaje de las células Whsc1-/- respecto a WT, 
comparado bajo condiciones competitivas in vivo, en médula ósea. Se llevó a cabo un ensayo de reconstitución de médula ósea a partir de una mezcla de progenitores hematopoyéticos 
obtenidos de hígado fetal, E18-E19, procedentes de fetos WT (Ly5.1+) y Whsc1-/- (Ly5.2+). La mezcla se inyectó en 
un ratio 20:1 a favor de las células KO. Pasados 7 meses tras el trasplante, se comparó, por citometría de flujo, en médula ósea, la viabilidad de cada tipo celular donante a lo largo de la diferenciación B, con respecto a la viabilidad para la población mieloide. Las células vivas se discriminaron de las muertas por incoporación diferencial de iodu-ro de propidio (PI) (células vivas, PI negativas; muertas, PI positivas). Se diferenciaron 3 subpoblaciones B: proB (B220med, ckit+), B220med (células preB e inmaduras) y B220high (células B recirculantes, principalmente). Para cada subpoblación B y total mieloide (panel izquierdo), se discriminaron las células competidoras WT (Ly5.1+) de las 
Whsc1-/- (Ly5.2+) [paso mostrado en Fig. Sup. 5], y para cada población competidora se determinó el porcentaje de células muertas (PI+) (panel derecho).
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Figura Suplementaria 7. Estudio del estado del sistema hematopoyético en recipientes secundarios recons-
tituidos a partir de células Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/-, a medio y largo plazo. 
(La figura CONTINÚA en la página siguiente)
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Figura Suplementaria 7. Estudio del estado del sistema hematopoyético en recipientes secundarios recons-
tituidos a partir de células Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/-, a medio y largo plazo. Se muestra un ejemplo representativo, para cada genotipo, del estado de repoblación de las principales poblaciones hematopoyéticas en animales reconstituidos en trasplante secundario (ver Tabla R-4) a partir de donantes prima-rios, reconstituidos a su vez con progenitores hematopoyéticos Whsc1+/+ (negro), Whsc1+/- (azul) o Whsc1-/- (rojo) procedentes de hígado fetal. a) A medio plazo (a las 12 semanas tras el trasplante). Panel superior: Médula ósea. Se 
muestra el perfil correspondiente a la médula ósea total, compartimento progenitor y poblaciones LSK, CMP, CLP y CLP “enriched”; Linaje mieloide y diferenciación B (contribución B total, y poblaciones proB, preB e inmaduras y 
recirculantes-maduras). Panel inferior: Bazo (perfil y contribución de las poblaciones mieloide, linfocitos B y células T CD8+ o T CD4+) y Timo (diferenciación T: se distinguen las poblaciones Doble Negativa (DN), Doble Positiva (DP) y Simple Positiva-CD8+ o -CD4+; dentro de la población DN: DN1, DN2, DN3 y DN4. Los resultados son repetitivos, para las dos réplicas del ensayo (ver Tabla 4). Tamaño muestral total analizado, de manera completa por FACS, a este tiempo: WT, n=5; Whsc1+/-, n=4 y Whsc1-/-, n=10. Se obtuvieron resultados repetitivos para todas las poblaciones mostradas, excepto para el acúmulo en DN3. b) A largo plazo (6 meses tras el trasplante). Estudio de la diferencia-ción B en médula ósea. Se muestra, para cada genotipo de reconstitución secundaria: contribución B total y, dentro de la población B, distribución de las poblaciones pre-inmaduras (pre-proB), inmaduras y recirculantes, proB y preB. Se obtuvieron resultados repetitivos para una n total de 4 recipientes secundarios Whsc1+/+; 4 Whsc1+/- y 6 
Whsc1-/-, procedentes de las dos réplicas del ensayo (ver Tabla R-4).
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Figura Suplementaria 8. Eritropoyesis esplénica, incremento de la población marginal B y disminución de la 
viabilidad de los esplenocitos B, en recipientes secundarios reconstituidos a partir de células Whsc1-/-, en 
comparación con recipientes secundarios reconstituidos a partir de células Whsc1+/+ o Whsc1+/-. Pasadas 12 semanas tras el trasplante secundario, al menos 2 recipientes secundarios de cada genotipo (Whsc1+/+, 
Whsc1+/- o Whsc1-/-) fueron sacrificados y analizados de manera completa por citometría de flujo. La figura muestra, en bazo, los incrementos de la población eritroide (eritropoyesis extramedular), así como de las células B muertas (ioduro de propidio positivas, PI+) observado en los individuos reconstituidos en trasplante secundario a partir de células Whsc1-/- en comparación con los resultados obtenidos para aquellos animales reconstituidos a partir de células Whsc1+/- o Whsc1+/+.
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Figura Suplementaria 9. Estado de las poblaciones progenitoras LSK y CLP “enriched” en recipientes secun-
darios reconstituidos a partir de células Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/-. Se muestra la contribución de las poblaciones progenitoras LSK y CLP “enriched” al compartimento linaje negati-vo o CLP respectivamente, en animales reconstituidos en trasplante secundario seriado a partir de médulas óseas procedentes de recipientes primarios, reconstituidos a su vez con células progenitoras Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-
/- procedentes de hígados fetales. Todo el procedimiento de trasplantes seriados se repitió 2 veces, a partir de di-ferentes fetos donantes (ver Tabla R-4). Pasadas 12 semanas tras el trasplante secundario, se analizó, por FACS, el 
estado de las diferentes poblaciones hematopoyéticas en una cohorte de animales. La gráfica muestra los resultados, agrupados, de las 2 réplicas del ensayo, obtenidos a partir del análisis de las médulas óseas de 5 recipientes Whsc1+/+ (negro), 4 Whsc1+/- (azul) y 10 reconstituidos a partir de células Whsc1-/- (rojo).
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Figura Suplementaria 10.  Estudio del estado de reconstitución del sistema hematopoyético en recipientes 
terciarios Whsc1+/+, Whsc1+/- y Whsc1-/- pasadas 8 semanas tras el trasplante. A partir de recipientes primarios reconstituidos con progenitores hematopoyéticos procedentes de hígado fetal 
E19 Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/- se llevaron a cabo trasplantes seriados de médula ósea para generar recipientes secundarios y terciarios reconstituidos (ver apartado 6.3. y Tabla R-4). Pasadas 8 semanas tras el trasplante tercia-rio, se analizaron 2 recipientes reconstituidos a partir de células de los diferentes genotipos. Se muestra, para la médula ósea, de arriba a abajo, un ejemplo representativo del estado de las poblaciones progenitoras (LSK, CMP y 
CLP), contribución de los linfocitos B, perfil de diferenciación mieloide y eritroide. En bazo, se muestra el perfil de diferenciación y producción eritroide (eritropoyésis extramedular esplénica).
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Figura Suplementaria 11.  Ensayo de reconstitución de médula ósea, en condiciones o no competitivas, ana-
lizado a corto plazo, en bazo. (La figura CONTINÚA en la página siguiente)Se llevó a cabo un ensayo de reconstitución de médula ósea a partir de progenitores hematopoyéticos obtenidos de hígado fetal (E18) procedentes de fetos Whsc1-/- (Ly5.2+) o WT (Ly5.1+) en condiciones competitivas 1:1, o bien inyectando sólo células de uno de los genotipos donantes. Como recipientes se usaron ratones WT Ly5.1+/Ly5.2+ irradiados letalmente.  Se muestra la cinética de reconstitución de las poblaciones mostradas, para cada genotipo 
donante, así como su potencia competitiva, a las 48 y 96 horas tras el trasplante, y tras 7, 15 y 30 días, en bazo. Se analizó un animal reconstituido con cada genotipo donante y 3 reconstituidos con la mezcla 1:1 a cada tiempo. Este ensayo se repitió 2 veces, obteniéndose resultados repetitivos. a) Repoblación del compartimento LSK (se muestra 
el estado del compartimento Linaje Negativo a 48 y 96 horas, y 7 días, debido a que aún no estaba reconstituida la población LSK; a 30 días no quedan progenitores en bazo). b) y c) se muestran en las páginas siguientes.
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Figura Suplementaria 11.  Ensayo de reconstitución de médula ósea, en condiciones o no competitivas, ana-
lizado a corto plazo, en bazo. (La figura CONTINÚA en la página siguiente)Se llevó a cabo un ensayo de reconstitución de médula ósea a partir de progenitores hematopoyéticos obtenidos de hígado fetal (E18) procedentes de fetos Whsc1-/- (Ly5.2+) o WT (Ly5.1+) en condiciones competitivas 1:1, o bien inyectando sólo células de uno de los genotipos donantes. Como recipientes se usaron ratones WT Ly5.1+/Ly5.2+ irradiados letalmente.  Se muestra la cinética de reconstitución de las poblaciones mostradas, para cada genotipo 
donante, así como su potencia competitiva, a las 48 y 96 horas tras el trasplante, y tras 7, 15 y 30 días, en bazo. Se analizó un animal reconstituido con cada genotipo donante y 3 reconstituidos con la mezcla 1:1 a cada tiempo. Este ensayo se repitió 2 veces, obteniéndose resultados repetitivos. a) Ver en Página anterior. b) Células B totales (B220+, 
CD19+), y c) Células granulocito-mieloides (Gr1+Mac1+). Se muestra en la página siguiente
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Figura Suplementaria 11.  Ensayo de reconstitución de médula ósea, en condiciones o no competitivas, ana-
lizado a corto plazo, en bazo. Se llevó a cabo un ensayo de reconstitución de médula ósea a partir de progenitores hematopoyéticos obtenidos de hígado fetal (E18) procedentes de fetos Whsc1-/- (Ly5.2+) o WT (Ly5.1+) en condiciones competitivas 1:1, o bien inyectando sólo células de uno de los genotipos donantes. Como recipientes se usaron ratones WT Ly5.1+/Ly5.2+ irradiados letalmente.  Se muestra la cinética de reconstitución de las poblaciones mostradas, para cada genotipo 
donante, así como su potencia competitiva, a las 48 y 96 horas tras el trasplante, y tras 7, 15 y 30 días, en bazo. Se analizó un animal reconstituido con cada genotipo donante y 3 reconstituidos con la mezcla 1:1 a cada tiempo. Este ensayo se repitió 2 veces, obteniéndose resultados repetitivos. a) y b) Ver en páginas anteriores. c) Células granulocito-mieloides (Gr1+Mac1+). 
Figura Suplementaria 12. Perfil de las poblaciones hematopoyéticas tras el proceso de fijación, digestión 
con DNAsa y tinción con anticuerpo intracelular. 
Se muestra un ejemplo representativo del proceso de identificación de las diferentes poblaciones hematopoyéticas 
de interés tras el proceso de fijación, digestión con DNAsa y tinción intracelular, en este caso, para la cuantificación de BrdU incorporado y distribución del ciclo celular. Los dobletes celulares fueron descartados. Se muestran, de 
arriba abajo: Médula ósea: perfil global, poblaciones progenitoras, células B totales y células mieloides. Bazo: perfil 
global, población mieloide y B. Timo: perfil global y, tras descartar las células B residuales se distinguieron las pobla-ciones Doble Negativa (DN), Doble Positiva (DP), simple positiva CD8 (CD8) y simple positiva CD4 (CD4).
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Figura Suplementaria 13. Estudio de la cinética de proliferación celular in vivo en ausencia de Whsc1 frente 
a condiciones WT. Se inyectaron vía intraperitoneal 2 mg de BrdU en pulso único en ratones reconstituidos con células Whsc1-/-, de 6-8 
semanas de edad. Se cuantificó su incorporación y se analizó el perfil de ciclo celular para diferentes poblaciones y 
subpoblaciones hematopoyéticas (definidas en Figura Suplementaria 12) tras 1, 2 y 24 horas tras la inyección. Como controles wild-type se emplearon indistintamente animales de genotipo silvestre C57Bl/6 o animales reconstituidos a partir de células Whsc1+/+, procedentes del mismo lote que los animales reconstituidos Whsc1-/- empleados en cada momento. Se muestra un ejemplo representativo, para células altamente ciclantes (Dobles Positivas tímicas), 
del procedimiento de estudio de la cinética de la proliferación celular. Como se aprecia en las figuras de FACS, las 
fases del ciclo celular se discriminan en función de la intensidad de fluorescencia para BrdU y 7AAD y tiempo trans-currido: a 1hora, las células BrdU+ son aquéllas que se hallaban en fase S en el momento de la inyección del BrdU; a 2 horas, y para poblaciones altamente ciclantes como las del ejemplo, se distinguen células que permanecen en fase S (o están en fase G2/M, la minoría) y células que han completado el ciclo y han llegado a fase G0/G1; a las 24 horas, las células que incorporaron BrdU han seguido el ciclo hallándose en fase G2/M (Células G2-M, BrdU+) o lo han completado y están en fase G1/G0 (Células G1/G0, BrdU+). Este ensayo se repitió 2 veces para los tiempos de 1 y 2 horas, empleándose un tamaño muestral total (por genotipo y tiempo) de n=4 a 1 y 2 horas, y n=2 a las 24 horas, obteniéndose resultados repetitivos.
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Figura Suplementaria 14. Estudio de la cinética del ciclo celular en poblaciones hematopoyéticas, in vivo, en 
presencia o ausencia de Whsc1. Se inyectaron vía intraperitoneal 2 mg de BrdU, en pulso único, en ratones reconstituidos con células Whsc1-/- (rojo), de 6-8 semanas de edad, para estudiar el ciclo celular, y su cinética, en las poblaciones linfoide B y mieloide en médula ósea (MO), o subpoblaciones T tímicas (DN, Dobles Negativas; DP, Dobles Positivas; CD8-SP, Simple Posi-tiva CD8 y CD4-SP, Simple Positiva, CD4) o timo total. El estudio del ciclo celular se monitorizó por incorporación de BrdU/7AAD (ver Materiales y Métodos y Figura Suplementaria 13). Como controles de comparación wild-type (negro) se emplearon indistintamente animales de genotipo silvestre C57Bl/6 o animales reconstituidos a partir de células Whsc1+/+, procedentes del mismo lote que los animales KO utilizados en cada momento. a) Cuantificación del porcentaje de células en estado G2/M. Se mide pasadas 2 horas tras la inyección de BrdU; para hacer el dato inde-pendiente del porcentaje de células en fase S, este porcentaje se compara con el total de células en G2/M/G1/G0. Se llevaron a cabo 2 réplicas independientes del ensayo, para una n de 2 animales por genotipo y réplica. Se muestra la 
media, SEM y significación estadística. b) Porcentaje de células BrdU+ que alcanzan la fase G1/G0 respecto al total de células BrdU+, pasadas 24 horas desde la inyección de BrdU. Este ensayo se repitió una vez, a partir de 2 animales 
por genotipo. Se muestra la media y desviación estándar, así como la significación estadística.
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Figura Suplementaria 15. Efecto de la sobre-expresión ectópica constitutiva de WHSC1-II sobre la prolifera-
ción de MEFs en un contexto genético Whsc1+/+, Whsc1+/- o Whsc1-/-. Se generaron 11 líneas celulares tipo MEFs a partir embriones E15, procedentes de una misma hembra gestante, obteniéndose un clon por embrión y genotipos Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1+/+ (clones 6 y 7, verde), Whsc1+/+ (WT, 
clones 5 y 9, en negro), Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1+/- (clones 1, 3, 8 y 10; azul), Rosa-Delta-WHSC1-II/Whsc1-/- (o “rescatados”, clones 2 y 11, naranja) y Whsc1-/- (clon 4, rojo). Los diferentes clones fueron sembrados en P2, momen-to a partir del cual se monitorizó su proliferación hasta Pase 6 (P6). Se muestra la curva de crecimiento acumulado obtenida para cada uno de los clones evaluados.
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ANEXO II: 
CONTRIBUCIÓN CIENTÍFICA 
DURANTE LA TESIS DOCTORAL 
“La verdadera ignorancia no es la ausencia 
de conocimientos, sino el hecho de rehu-
sarse a adquirirlos.”
Karl Popper
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